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La mort cellulaire programmée, ou MCP, est un processus dynamique où les cellules ont la 
capacité de déclencher et de contrôler leur propre mort. Elle est essentielle et présente chez 
tous les organismes multicellulaires. Chez les plantes, la MCP permet le développement 
optimal (ex : formation du xylème, morphologie des feuilles, etc.) de la plante tout en 
protégeant contre divers stress biotiques et abiotiques (ex : la sécheresse, la chaleur, les UV, 
etc.). Malgré les avancées de ces dernières années, peu de gènes impliqués dans la mise en 
place de la MCP induite par les UV-C ont été identifiés chez les plantes. L'objectif était donc 
de caractériser ces gènes chez Arabidopsis thaliana. 
L'un des candidats est le gène BI-1, pour Bax Inhibitor-1. Il code pour un facteur anti-
apoptotique de la MCP animale également retrouvé chez Arabidopsis thaliana. BI-1 régule 
aussi le taux de calcium du réticulum endoplasmique, ainsi que la formation des espèces 
réactives de l'oxygène (ROS), permettant l'activation de la réponse de la cellule au stress. 
L'expression de ce gène suite à une exposition aux UV-C est augmentée, faisant de lui un 
candidat pour la réponse aux UV-C. Une fusion du promoteur du gène AtBI-1 au gène 
rapporteur de la luciférase (pAtBI-1::luciférase) a été insérée dans le génome d'Arabidopsis. 
Une plante homozygote pour l'insertion de l'ADN-T, 5PL20E, a été isolée. Cette lignée 
parentale a été ensuite mutagénéisée, et un crible effectué sur la descendance exposée aux UV-
C a permis d'identifier un mutant, 2017, dont l'expression de la luciférase était modifiée. Le 
premier objectif de ce projet était de caractériser ce mutant et de déterminer le lien potentiel 
avec la régulation de BI-1.  
Dans une deuxième partie, nous nous sommes intéressés aux rôles des thiorédoxines (TRX) 
dans la MCP végétale. Ces protéines sont présentes chez tous les organismes vivants. Elles 
régulent les activités de beaucoup d'enzymes en réduisant leurs ponts disulfures. Peu 
représentées chez l'homme (deux gènes), elles ont néanmoins un rôle de protection dans la 
voie de signalisation de l'apoptose. Par contre, chez Arabidopsis, une vingtaine de gènes 
codant pour les thiorédoxines sont connus. Suite à un autre crible aux UV-C d'une banque de 
mutants d'insertion, un nouveau mutant pour lequel l'insertion de l'ADN-T était dans le 
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promoteur du gène codant pour la thiorédoxine f1 (AtTRX f1) a été identifié. Chez 
Arabidopsis, deux gènes codent pour les TRX f. Ces protéines ont d’abord été étudiées en tant 
que régulateur d’enzymes du cycle de Calvin. Plus récemment, d’autres fonctions ont été 
attribuées, surtout à la TRX f1. Nous avons obtenu de simples mutants pour les deux gènes et 
produit par croisement des doubles mutants, pour étudier l'implication des TRX f dans la MCP 
végétale induite par les UV-C (ultraviolets de type C), le MV (methyl viologen) et l'ABA 
(acide abscissique). En parallèle, des surexpresseurs de la TRX f1 ont été analysés pour ces 
mêmes stress abiotiques. L'objectif était de déterminer s'il y a une redondance de fonction 
entre les deux gènes, puisque ces deux protéines, de la même sous-famille, sont localisées au 
niveau des chloroplastes. Suite à une induction de la MCP par l'un des stress abiotiques, les 
réponses observées chez les simples mutants sont similaires à celles des plantes sauvages. Par 
contre, les doubles mutants paraissent plus résistants aux divers stress, alors que les 
surexpresseurs semblent nettement plus sensibles que les plantes sauvages. Enfin, un dernier 
axe a été développé sur le rôle des TRX f dans le contrôle des voies de synthèse et de 
dégradation de l'amidon pour l'ensemble des plantes de notre essai. Il s'avère que les 
surexpresseurs produisent une plus grande quantité d'amidon que les plantes sauvages. À 
l'opposé, les simples mutants ont moins d'amidon au niveau des différents tissus étudiés que 
les plantes sauvages, et les doubles mutants n'en présentent quasiment pas. La présence d'une 
quantité plus importante d'amidon chez les surexpresseurs de TRX f influence la sensibilité de 
ces plantes aux stress abiotiques. À l'inverse, les doubles mutants sont plus résitants à ces 
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I.1. Généralités sur la mort cellulaire programmée (MCP) 
 
Un équilibre complexe se met en place chez les organismes pluricellulaires entre la division ou 
prolifération cellulaire et la mort des cellules. Par le biais de signaux, ces mécanismes 
permettent d'éliminer les cellules endommagées ou malades, ou bien d'éliminer les cellules 
superflues au cours du développement de l'organisme. Ces éléments sont essentiels à la survie 
de ces êtres vivants. 
 
Le processus dynamique qui permet aux cellules de déclencher et de contrôler leur propre 
mort a été qualifié de mort cellulaire programmée, ou MCP. Pour le moment, la mise en 
évidence des facteurs intervenant dans ce type de mort a été nettement plus étudiée chez les 
animaux. Plusieurs types de MCP sont maintenant connus, mais les premières études portaient 
initialement sur l'apoptose animale, un type de MCP décrit pour la première fois en 1972 par 
John Kerr et ses collègues. L'apoptose des cellules animales suit un programme bien précis 
décrit ultérieurement (cf. partie I.2.).  
 
Il n'est pas surprenant qu'une dérégulation du cycle cellulaire et/ou de l'apoptose, causée par 
des dommages ou des mutations qui empêchent les cellules d'activer le programme de mort, 
soit impliquée dans le développement de nombreuses maladies, telles que les cancers, ou les 
maladies d'Alzheimer et de Parkinson. Ainsi, on observe une prolifération anarchique des 
cellules défectueuses, voire une immortalité de celles-ci, puisque leur cycle cellulaire est 
dérégulé. Par ailleurs, les cascades de signalisation peuvent être perturbées, altérant ainsi 
l'expression de certains gènes et le contrôle de l'activité de certaines protéines impliquées dans 




Comme énoncé rapidement, il existe d'autres types de mort cellulaire. La nécrose en est un 
autre, bien différent du type apoptotique, puisque la nécrose est une mort généralement non-
contrôlée résultant d'un dérèglement de l'équilibre interne. Ainsi, la nécrose animale débute 
par l'augmentation du volume de la cellule. La lyse de la membrane plasmique se produit 
puisque la cellule se gorge d'eau. De ce fait, le contenu cytoplasmique se déverse dans le 
milieu environnant, et provoque une réaction inflammatoire (Kerr, 2002). Enfin, l'autophagie 
est comme l'apoptose, une mort lente et contrôlée, qui permet un recyclage des nutriments 
pour les cellules environnantes, par l'autodigestion cellulaire. Cela se produit par la fusion 
entre un lysosome et des vésicules qui ont séquestré une partie des constituants cellulaires, 
voire les organites (cf. partie I.3., Fink et Cookson, 2005). 
 
L'apoptose provient du grec (apo - au loin et ptosis – chute) et ce mot désignait la chute des 
feuilles. Paradoxalement, les MCP retrouvées chez les plantes ne sont pas de ce type. Tout 
comme pour les animaux, les MCP végétales sont vitales pour les plantes. En effet, ce 
programme joue un rôle essentiel dans le cycle de vie des plantes pour la formation des 
vaisseaux du xylème, la morphologie des feuilles, la sénescence, lors de la fécondation ou de 
la germination (Han et al., 2011)... Pareillement, il intervient en réponse aux stress rencontrés 
par la plante. Ces stress peuvent être abiotiques comme la sécheresse (Smirnoff, 1993), le 
froid (O’Kane et al., 1996), le mannose (Stein et Hansen, 1999) ou l’ozone (Kadono et al., 
2010), ou lors de stress génotoxiques comme les ultraviolets (UV) (Rao et al., 1996, Danon et 
Gallois, 1998). Ils peuvent être aussi biotiques, tels que la réponse hypersensible lors de 
l’attaque par un agent pathogène. Quelques fois, suite à une infection de la plante par un agent 
pathogène, les cellules contaminées vont mettre en place une MCP pour limiter la propagation 
de l'infection. Ce mécanisme de défense permet de limiter la propagation à la zone d'infection 
(cf. partie I.4.3., Hofius et al., 2007).  
 
Contrairement aux animaux, la MCP végétale reste moins étudiée, et plusieurs zones d’ombre 
masquent les évènements moléculaires qui régulent ce processus. Néanmoins, certaines 
caractéristiques de la MCP végétale s’apparentent à l’apoptose animale, avec des mécanismes 
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similaires d’induction, ou des protéines ayant une homologie de fonction. Je décrirai donc 
brièvement les mécanismes régulant l’apoptose et l'autophagie animale avant de présenter la 
MCP végétale. 
 
I.2. L’apoptose animale, une MCP spécifique aux animaux 
 
L’apoptose est à ce jour assez bien caractérisée. Elle fait intervenir des molécules bien 
particulières qui activent des changements morphologiques bien spécifiques. Nous ne verrons 
ici que les grandes caractéristiques de cette MCP. Tout d'abord, le volume cellulaire diminue 
du fait de la condensation de la cellule, du noyau et de la chromatine. Rapidement, la 
membrane plasmique bourgeonne pour former les corps apoptotiques, qui seront reconnus et 
dégradés par les macrophages. Parallèlement, l'ADN est fragmenté en morceau dont la taille 
moyenne fait 180 pb, ce qui concorde à la longueur de l'ADN enroulé autour d'un octamère 
d'histones qui composent un nucléosome (Fink et Cookson, 2005). Enfin, les corps 
apoptotiques sont phagocytés par les macrophages. Il n'y a donc pas de réaction inflammatoire 
lors de l'apoptose animale, contrairement à un autre de type de mort, la nécrose. 
 
Parmi les acteurs de l'apoptose qui ont été découverts, nous nous intéressons particulièrement 
à certaines protéines stimulées par des signaux intrinsèques ou extrinsèques à la cellule (cf. 
Figure 1), dont notamment les caspases. Ensuite, nous verrons les protéines de la famille Bcl-
2, dont certains membres activent la mise en place de la MCP (pro-apoptotiques), alors que 
d'autres membres inhibent l'apoptose (anti-apoptotiques). 
 
I.2.1. Les caspases 
 
Les caspases animales (cysteinyl-aspartate-cleaving-proteases) sont des cystéines protéases 
qui ont conservé ce résidu dans leur site actif et clivent après un résidu aspartique. Dans un 
premier temps, elles sont synthétisées sous une forme inactive. Ces procaspases ou zymogène 
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sont constituées de deux sous-unités, p20 (environ 20 kDa) et p10 (10 kDa, qui est le site 
catalytique) ainsi que d'un prodomaine sur la partie N-terminale (ou N-ter) de la séquence. 
Dans un second temps, les formes inactives sont clivées pour former les protéines actives. 
Celles-ci sont constituées alors de l'association de deux sous-unités identiques p20 avec deux 
autres sous-unités identiques p10. 
 
Environ quinze gènes codant pour des caspases animales sont connus (Philchenkov, 2004). On 
distingue deux types de caspases : les initiatrices et les effectrices. Les sous-unités p20 et p10 
sont généralement bien conservées comparativement au prodomaine pour les deux types. Les 
caspases initiatrices sont situées à proximité des unes des autres et proches d'un récepteur 
membranaire de mort, pour l'activation de la voie extrinsèque, cf. Figure 1 (Riedl et Shi, 
2004). Un signal de mort est transmis quand le ligand se lie au récepteur, et permet d'auto-
activer les pro-caspases, dont la procaspase-8, par un clivage mutuel et élimination du 
prodomaine (Ho et Hawkins, 2005). Les caspases effectrices sont clivées par les caspases 
initiatrices pour ainsi amplifier les signaux. Les caspases effectrices ont un prodomaine 
beaucoup plus court que celui des caspases initiatrices. Cela s’explique par le fait que les 
caspases initiatrices sont activées, en partie, par des interactions protéiques avec leurs 
cofacteurs au niveau de leur prodomaine (Ho et Hawkins, 2005). Cette cascade protéolytique 
permet la mise en place de l'apoptose. 
 
 Figure 1. Représentation
(adapté de Chai et Shi, 2014
 
Un second mode d’activation de l'apoptose débute par le relâchement du 
par la mitochondrie suite à la perception d'un signal intracellulaire par l'organite. C'est la voie 
d'activation intrinsèque de l'apoptose. Le cyt 
protease-activating factor-1) et à la caspase
molécule d'ATP en ADP, le complexe s'associe et forme l'apoptosome actif. Ce dernier clive 
d'autres caspases, dont la caspase
et al., 2012). Quant à la caspase
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des mitochondries et la production de ROS (espèces réactives de l'oxygène). Après l'activation 
de l'apoptosome, la caspase-3 inhibe la production de ROS. La caspase-3 est importante pour 
l'exécution efficace de l'apoptose, alors que la caspase-7 effectrice est nécessaire pour le 
détachement des cellules apoptotiques (Brentnall et al., 2013). En parallèle, la caspase-8 peut 
elle aussi activer la caspase-3 dans la voie intrinsèque. Certains chercheurs supposent que le 
complexe formé avec la caspase-8 pourrait servir de signal intracellulaire (Young et al., 2012). 
Le changement de conformation du complexe DISC ("Death-inducing Signaling Complex") 
peut également modifier le programme protecteur autophagique de la cellule pour activer 
l'apoptose de la cellule (Young et al., 2012). 
 
Après l'amplification des signaux de mort par les caspases, des protéines, dont celles de la 
famille Bcl-2 activent la réponse de MCP dans la cellule. 
 
I.2.2. Les protéines de la famille Bcl-2 
 
La protéine Bcl-2, pour B-cell lymphoma-2, a été le premier membre de cette famille à être 
identifié (Cory et Adams, 2002). Cette protéine inhibait la mort cellulaire dans les lymphomes, 
mais promouvait la prolifération des cellules. Ce régulateur de la mort a un domaine 
spécifique bien conservé le "Bcl-2 homology domain" ou BH. Tous les membres de cette 
famille ont le domaine BH3, pour l'homodimérisation (cf. Figure 2). Par contre, certaines 
d'entre elles possèdent en plus les domaines BH1 et BH2 pour l’hétérodimérisation. Ces 
régions nécessaires à la régulation de l'apoptose permettent de classer les membres de cette 
famille en deux groupes. D'un côté, les facteurs pro-apoptotiques induisent la mort, comme 
Bax (Bcl-2-asociated protein X) ou Bak (Bcl-2 antagonist killer). Et de l'autre côté, les 
facteurs anti-apoptotiques protègent la cellule de l’entrée en mort, tels que Bcl-2 ou Bcl-xL (B-
cell lymphoma-x Long). La plupart de ces protéines ont aussi un domaine transmembranaire 
(TM) en C-terminal (C-ter), pour un ancrage aux membranes des mitochondries ou du 
réticulum endoplasmique (RE). Par ces interactions protéines-protéines, la cellule met en place 
ou non l'apoptose. 
  
Figure 2. Représentation simplifiée des domaines des membres de la famille Bcl
(adaptée de 
 
La voie de signalisation impliquant cette famille de protéines est la 
l’apoptose (cf. partie I.2.1 et F
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Il est intéressant de noter que certaines de ces protéines ont des fonctions conservées dans 
d’autres organismes, incluant les plantes. Par exemple, même si la protéine Bcl-2 est absente 
chez les plantes, sa fonction anti-apoptotique n’est pas altérée. Ainsi des plantes transgéniques 
de tabac qui expriment Bcl-2, survivent à un traitement provoquant la MCP, soit par un stress 
biotique, soit par un stress abiotique (Li et Dickman, 2004).  
 
Un équilibre est présent entre l'apoptose et l'autophagie. Il permet à la cellule d'adapter 
rapidement sa réponse en fonction des signaux perçus. 
 
I.3. L'autophagie chez les animaux, un second type de MCP 
 
Tous les organismes vivants recyclent et renouvellent continuellement une partie de leur 
contenu. De cette manière, les composants sont remplacés par d'autres qui ont été en partie 
synthétisés à l'aide d'éléments préexistants.  
 
Ainsi, une autre sorte de MCP a été identifiée chez les animaux : l'autophagie. En effet, cette 
mort lente permet un recyclage des nutriments pour les cellules environnantes, par 
l'autodigestion cellulaire. Deux systèmes sont utilisés pour dégrader les molécules. Le premier 
est le protéasome qui passe par l'ubiquitinylation des protéines, et est donc très spécifique. Le 
second implique le lysosome. Lors de l'autophagie, une fusion entre un lysosome et des 
vésicules, ou autophagosomes, se produit.  
 
Il existe trois types d'autophagies (la microautophagie, l'autophagie médiée par les protéines 
chaperonnes et la macroautophagie) qui aboutissent toutes au même résultat. Celle qui nous 
intéresse est la macroautophagie, la plus étudiée (Mizushima et Komatsu, 2011). Les 
autophagosomes sont spécifiques à cette mort. Les chercheurs supposent qu'ils se forment à 
partir ou à proximité du RE ou de l'appareil de Golgi, mais d'autres structures comme les 
mitochondries ou la membrane plasmique pourraient y participer (Tooze et Yoshimori, 2010). 
Pour qu'un autophagosome se forme, il faut l'expression des gènes Atg, pour "Autophagy 
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related genes" (Mizushima et Komatsu, 2011). Cette famille de gènes est très conservée chez 
les eucaryotes, incluant Saccharomyces cerevisiae (Suzuki et al., 2013), les mammifères 
(Mizushima et al., 2011) et les plantes (Kuzuoglu-Ozturk et al., 2012, Pei et al., 2014). Chez 
la souris, une délétion de Atg8 ou de Atg3 est létale pour l'animal et ces deux gènes sont 
primordiaux pour la formation de l'autophagosome (Sou et al., 2008). Par contre, tous les 
gènes Atg ne sont pas nécessairement impliqués dans l'autophagie de la cellule, mais ils jouent 
un rôle dans la modulation du transport cellulaire, ou dans les processus de sécrétion 
(Subramani et Malhotra, 2013). De plus, certains éléments des autres voies de MCP peuvent 
induire des facteurs de l'autophagie. Ainsi, durant l'activation par les récepteurs de la mort 
cellulaire, Atg3 devient un nouveau substrat de la caspase-8 (Oral et al., 2012). Dans certaines 
conditions, Atg3 est directement clivé par la caspase-8 active, ce qui inhibe l'autophagie pour 
favoriser l'apoptose. Mais en présence d'inhibiteur de la caspase-8, celle-ci ne peut plus cliver 
Atg3, alors la voie de l'autophagie est mise en place (Oral et al., 2012). 
 
Un autre élément est important pour la formation de l'autophagosome : les complexes mTOR, 
pour "mammalian target of rapamycin". Plusieurs facteurs influencent l'activité des mTORC et 
permettent une réponse adéquate de la cellule (Mizushima et Komatsu, 2011). La restauration 
des niveaux cellulaires d'acides aminés ou de glucose, ou la perception de stress 
environnementaux réactivent la protéine sérine/thréonine kinase mTORC1. Ce complexe 
catalytique est un régulateur négatif de l'autophagie qui supprime la formation du complexe 
ULK1 (un homologue d'Atg1) sous les conditions riches en nutriments. Lorsque les complexes 
mTORC1 et mTORC2 sont inhibés dans des cellules cancéreuses, l'autophagie est induite chez 
ces cellules qui entrent en mort (Sini et al., 2010).  
 
Enfin, l'enzyme Beclin1 est particulière puisqu'elle peut lier Bcl-2, et former un complexe 
(Pattingre et al., 2005), ou interagir avec Bcl-XL par son domaine BH3 (Oberstein et al., 2007, 
Maiuri et al., 2007). En fonction du complexe formé, l'autophagie est soit activée avec Bcl-2, 
soit non-activée avec Bcl-XL (Wang, 2008). Beclin1 forme aussi avec d'autres protéines, un 
complexe PI3K-III, nommé "class III PI3K" (Thoresen et al., 2010). Certaines sous-unités de 
PI3K-III, dont Beclin1, régulent la division cellulaire ou le métabolisme (Thoresen et al., 
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2010). La protéine Beclin2, tout comme Beclin1, a une fonction dans l'autophagie de la cellule 
et interagit aussi bien avec Bcl-2 et les composants du complexe PI3K-III (He et al., 2013). 
Mais Beclin2 est aussi requis dans la régulation de GASP1, qui active la dégradation de 
plusieurs récepteurs couplés protéines G par les lysosomes (He et al., 2013). Avec ce type de 
protéines, qui peuvent interagir avec des éléments de l'apoptose, les cellules ont un éventail de 
possibilités pour répondre rapidement aux modifications des conditions environnantes. 
 
Nous verrons ci-après que chez les végétaux, la MCP de type autophagique est un peu 
différente de celle des animaux. 
 
I.4. La mort cellulaire programmée chez les végétaux 
 
I.4.1. Caractéristiques des MCP végétales 
 
La MCP fait partie du cycle de vie des organismes pluricellulaires, et les végétaux n’y font pas 
exception. Comme chez les animaux, plusieurs types de MCP peuvent avoir lieu chez la 
plante. Les différents types de MCP se produisent aussi bien durant les phases de 
développement végétatif et reproductif des plantes, que durant les moments d'agression 
extérieurs provoqués par des agents pathogènes ou par d'autres facteurs abiotiques. Selon le 
facteur inducteur de la mort, la réponse en résultant diffère d'un point de vue moléculaire. 
Néanmoins, certaines caractéristiques communes avec l'apoptose animale sont retrouvées chez 
les végétaux, comme la formation de ROS, l’activation de protéases spécifiques, et 
éventuellement une fragmentation de l’ADN. 
 
Grâce aux critères morphologiques observés, une classification des différents types de MCP 
chez les plantes a été proposée (Van Doorn et al., 2011). Parmi toutes les possibilités, le type 
de MCP qui est le plus représenté chez les plantes est le type autophagique. Il est crucial 
puisqu'il permet le recyclage des nutriments, a un rôle dans l'homéostasie cellulaire et dans la 
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défense contre certains agents pathogènes. Plus particulièrement, l'autophagie est la MCP qui 
est mise en place durant le développement des plantes. Elle débute par une augmentation de la 
taille de la vacuole associée à une réduction de la taille du cytoplasme. Les organites 
intracellulaires disparaissent progressivement et sont séquestrés dans des vacuoles 
autophagiques. Le premier à y être intégré est le RE, et les derniers à disparaître par la fusion 
de l'autophagosome avec la vacuole sont le noyau et quelques mitochondries. Une fois que les 
organites sont complètement dégradés, le tonoplaste et la membrane plasmique se 
désintègrent. 
 
Pour que la vésicule autophagique se forme, il faut des protéines actives bien spécifiques 
faisant partie d'une machinerie conservée, les ATG (Kuzuoglu-Ozturk et al., 2012). 
Globalement, la voie et les ATG impliquées sont similaires à ce qui se produit chez les 
cellules animales. L'étude de plusieurs mutants de gènes ATG a permis de déterminer leurs 
fonctions spécifiques. Chez Arabidopsis, plus de 30 gènes de la famille ATG ont été identifiés 
et plusieurs ont été caractérisés (Han et al., 2011). Par exemple, on sait que le gène ATG18 
chez Arabidopsis thaliana (AtATG18) est requis pour la formation de l’autophagosome durant 
la sénescence ou en cas de stress nutritionnel (Xiong et al., 2005). Globalement, ATG18a joue 
aussi un rôle dans le ralentissement de la croissance, dans la réponse à plusieurs 
hypersensibilités provoquées par des conditions de famine, par la sècheresse, par le sel et par 
le stress oxydatif (Liu et Bassham, 2012). Lors de la sénescence ou en cas de stress, la 
destruction du chloroplaste est enclenchée. La plante réalloue l'azote des feuilles vers les 
autres organes. Pour ce faire, des protéines du stroma, dont Rubisco, sont remobilisées à la 
vacuole par le système de ATG8, sans destruction au préalable du chloroplaste (Ishida et al., 
2008). Un autre gène important de cette famille est ATG6, qui intervient dans beaucoup de 
mécanismes dont l'augmentation de la production d'anthocyanines, ou encore a un effet sur la 
diminution du nombre des siliques produites (Liu et Bassham, 2012). L'autophagie peut aussi 
se produire suite à une infection de la plante par un agent pathogène, et fera intervenir certains 
ATG (Hofius et al., 2009). Pratiquement toutes les étapes de la vie de la plante font intervenir 
au moins l'un des gènes de la famille ATG. Un schéma général de la formation de 
l'autophagosome chez les plantes est présenté en Figure 3. 
   
Figure 3. Schéma des 
complexes chez les plantes
 
D'autres types de MCP interviennent également pendant le développement de la p
réponse à différents agents externes. Nous allons développer quelques types de mort ainsi que 
les molécules signales intervenant.
 
I.4.2. La MCP au cours du cycle de développement
 
Comme pour les animaux, la MCP
dont chacune a son importance 
déroule aussi bien pendant les différentes étapes de la reproduction de la plante, que celles de 
la formation des organes des fleurs (le méristème floral donnant les
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incluant les gamétophytes), qui déterminera le sexe de la plante si elle est monogame. Cette 
MCP se fait aussi durant l’embryogenèse, la germination, dans les processus de xylogénèse, 
lors de la pollinisation ou de la sénescence de la plante. D’autres évènements de morts se 
produisent au cours de la croissance de l’organisme. Par exemple, les cellules de la coiffe 
meurent, pour fournir des éléments nutritifs aux cellules du méristème racinaire (qui sont en 
mitose active) et pour les protéger. Nous allons en aborder que quelques uns, en commençant 
par l'embryogenèse et la germination. 
  
I.4.2.1. L’embryogenèse et la germination 
 
Pour que le développement du nouvel organisme se fasse correctement, la germination doit se 
dérouler parfaitement (Van Hautegem et al., 2014). Chez les Angiospermes, le tissu de réserve 
des graines est constitué de deux types de cellules : l’albumen amylacé, et l’aleurone (Pennell 
et Lamb, 1997). L'embryon reçoit de l'énergie et des nutriments fournis par l'albumen. La 
phase de maturation de la graine se déroule en deux étapes. Tout d'abord, il y a l'étape de 
division cellulaire active, qui est accompagnée d'une biosynthèse abondante en protéines, 
lipides et amidon. Ensuite, la graine entre en dormance, et la MCP est induite pour absorber 
progressivement tout le tissu, excepté la couche de l’aleurone qui reste intacte. Cette MCP est 
précise pour ne pas compromettre la germination et fournir un maximum d'éléments nutritifs. 
 
Au cours de la germination, les cellules de l’aleurone jouent un rôle capital en synthétisant et 
sécrétant les enzymes hydrolytiques chargées de dégrader les réserves de l’albumen. Ces 
cellules contribuent une dernière fois à la croissance de l'embryon en exécutant l'autophagie, 
pour redistribuer leurs propres éléments à l’embryon. Des observations faites chez le maïs ont 
montré que les cellules de l’aleurone, qui entrent en MCP, montrent une vacuolisation rapide 
avec une activité lytique importante dans le cytoplasme, tandis que le noyau devient irrégulier. 
À la fin du processus, le noyau montre les symptômes de dégradation, qui est un élément 
central de ce type de mort (Domínguez et al., 2004). Une condensation de la chromatine est 
observée, suivie la fragmentation de l’ADN, toutes deux probablement orchestrées par une 
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nucléase (Domínguez et al., 2004). Par exemple, durant l’embryogenèse végétale de l’épicéa 
commun, (Picea abies), la cystéine protéase mcII-Pa est responsable de l’exécution de ce 
programme de mort. Cette métacaspase (cf. partie I.4.2.2.2.) est transloquée du cytoplasme 
vers le noyau des cellules différenciées, où elle est localisée au pore nucléaire et à la 
chromatine, causant la dislocation de l’enveloppe nucléaire et la fragmentation de l’ADN. Si 
une mutation survient au niveau du site catalytique, l’enzyme perd sa fonction et il y a un 
blocage de la dégradation nucléaire (Bozhkov et al., 2005). 
 
L'initiation de l'autophagie dans la graine se fait par le système des protéines TOR (équivalent 
animal cf. partie I.3.). Les gènes AtRaptor, "regulatory associated protein of TOR" 
d'Arabidopsis, sont essentiels pour la croissance post-embryonnaire de la plante (Anderson et 
al., 2005). Sans ces gènes, les complexes protéiques formés avec les protéines TOR ne sont 
plus recrutés, ni phosphorylés par les enzymes TOR. Les doubles mutants 
AtRaptor1A/AtRaptor1B ont un développement de la graine normal, mais présentent une 
activité du méristème post-embryonnaire minimale (Anderson et al., 2005). 
 
Après la germination, d'autres molécules vont elles aussi entrer en action pour permettre la 
formation des éléments conducteurs de la plante, dont le xylème. 
 
I.4.2.2. Les éléments du xylème 
 
Le xylème transporte la sève brute, alors que le phloème transporte la sève élaborée. 
Cependant, les cellules constituant le xylème sont mortes et véhiculent l’eau et les autres 
éléments qui ont été puisés du sol vers tout le reste de la plante. La différenciation des 
éléments trachéides implique l’élongation des cellules et la déposition de composés cellulaires 
sur la paroi, dont la lignine, et l’autolyse (Pennell et Lamb, 1997). 
 
La formation des vaisseaux du xylème se déroule en trois étapes. Elle débute par l’isolement 
des cellules du mésophylle, qui perdent leur habileté à faire la photosynthèse. Au stade I, la 
32 
 
croissance des cellules continue sans division cellulaire. Une réorganisation de la cellule se 
produit, notamment avec une réorientation des microtubules. En parallèle, la synthèse de 
protéines impliquées dans la formation de la paroi secondaire est accentuée. Cela permet une 
augmentation de l’épaisseur et de la rigidité de la paroi, nécessaire à la résistance des cellules 
contre la pression exercée par le flux du liquide. Au stade II, on observe à nouveau une 
augmentation importante de la synthèse des protéines et des ARNm. À la fin de ce stade, il y a 
un point de contrôle irréversible dans la différenciation des cellules en xylème. Enfin, le stade 
III est caractérisé par la détection de marqueurs spécifiques des cellules du xylème, qui sont le 
dépôt de la paroi secondaire et la mort cellulaire (Fukuda, 1997). 
 
La MCP aboutissant à la formation des vaisseaux conducteurs n’a pas les mêmes 
caractéristiques morphologiques que celles décrites précédemment. Au cours de la 
différenciation des cellules en éléments conducteurs, une dégénérescence de tous les organites, 
y compris le noyau, débute suite à la dégradation de la membrane vacuolaire. Les membranes 
des autres organites cellulaires se détériorent, en commençant par l’appareil de Golgi, le RE, 
puis le noyau, libérant ainsi leur contenu dans le cytoplasme. Contrairement à l'apoptose, la 
dégradation de l’enveloppe nucléaire n’est précédée ni par la condensation, ni par la 
fragmentation de l’ADN. L’ADNg est probablement fragmenté par les nucléases provenant de 
la dispersion du contenu vacuolaire (Fukuda, 1997, et 2000). La vacuole joue donc un rôle 
central dans ce type de MCP (Fukuda, 2000). 
 
Certaines nucléases ont été proposées pour leur implication dans la fragmentation de l’ADN. 
Par exemple, la protéine ZEN1 (Zinnia endonuclease 1) a l’habilité de dégrader l’ADN 
nucléaire de Zinnia elegans en présence de Zn2+ (Ito et Fukuda, 2002). Toutefois, les 
connaissances sur les signaux aidant à la rupture de la vacuole sont assez limitées. Quelques 
suppositions ont été émises sur l’importance du flux de calcium et sur l’intervention d’une 
sérine protéase (Groover et Jones, 1999). Dernièrement, des éléments de la MCP de type 
autophagique ont été associés à la création du xylème. Ainsi, on soupçonne l'implication de la 
protéine ATG5 puisque les mutants AtATG5 ont un nombre nettement moins important de 
cellules formant le protoxylème et le métaxylème. De plus, il a été montré que la petite 
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protéine de liaison au GTP, la RabG3b, a un rôle dans la différenciation des éléments 
trachéides à travers sa fonction dans l'autophagie (Kwon et al., 2010). En plus de stimuler les 
dépôts protéiques pour la formation de la paroi secondaire, la protéine RabG3b active induit 
l'expression des gènes de la MCP, dont la métacaspase 9. 
 
I.4.2.3. La sénescence 
 
La dernière phase du développement végétatif et reproducteur est la sénescence. Pendant ce 
processus, l’intégrité membranaire et la compartimentation cellulaire sont maintenues 
jusqu’aux derniers stades, pour permettre un recyclage actif des nutriments cellulaires pour les 
autres organes et pour limiter la sortie du contenu cellulaire. Il s’agit d’une MCP lente pour 
une meilleure redistribution des éléments nutritifs (Pennell et Lamb, 1997). 
 
Ce phénomène peut être régulé par plusieurs éléments, dont les hormones végétales (Quirino 
et al., 2000). Par exemple, l’éthylène induit la sénescence, alors qu’à l'inverse, les cytokinines 
la bloquent. En particulier, l’éthylène provoque une redistribution du Ca2+ et induit la 
phosphorylation de protéines altérées. De plus, l’éthylène et l’augmentation de la production 
de ROS activent l'expression de gènes particuliers, les SAG pour "senescence-associated 
genes" (Quirino et al., 2000). Une comparaison des séquences protéiques a mis en évidence 
une homologie de séquence des SAG avec les cystéines protéases. De plus, les ROS agiraient 
en messagers secondaires, et seraient donc impliquées dans la voie de signalisation de la MCP 
végétale (cf. partie I.4.5.1.3., Navabpour et al., 2003). 
 
D’autres éléments caractéristiques de la MCP ont été détectés au cours de la sénescence. Une 
observation de la fragmentation de l'ADN 48 h après l’induction de la sénescence dans les 
tissus, en fragments de 180 pb, est observée sur des plants de brocoli (Coupe et al., 2004). Ce 
phénomène est également retrouvé lors de la sénescence chez Arabidopsis. Plusieurs protéines 
ont été impliquées dans cette MCP, tel que BI-1 (Bax inhibitor-1), LSD1 (Lesion Simulating 
disease 1) et SPT (sérine palmitoyltranférase). Généralement, pour Arabidopsis comme pour 
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le brocoli, on observe l'augmentation de l'expression de ces gènes au moment du détachement 
de la feuille. Une autre étude a montré qu’une surexpression de l’activateur de transcription 
CBF2 (C-repeat/dehydration responsive element binding factor 2) chez Arabidopsis, augmente 
leur longévité en retardant la chute des feuilles (Sharabi-Schwager et al., 2010). 
 
Enfin, quelques membres de la famille ATG ont aussi un rôle dans la mise en place de la 
sénescence. En plus de l'AtATG18 obligatoire à la formation de l'autophagosome (Xiong et 
al., 2005), le complexe kinase ATG1/13 est essentiel à la remise des vésicules autophagiques à 
la vacuole et est impliqué dans l'élimination sélective des mitochondries (Suttangkakul et al., 
2011). Chez Arabidopsis, l'un des élément de ce complexe, ATG11 semble être l'enzyme qui 
régule l'activité du complexe kinase ATG1/13 et sa signalisation pour la formation de 
vésicules autophagique appropriées (Li et al., 2014).  
 
I.4.3. La MCP ou réponse hypersensible en réponse au stress biotique 
 
La réponse hypersensible, ou RH, est un type de mort cellulaire programmée particulier, dont 
le but est de limiter l’infection par un agent pathogène. En effet, les plantes peuvent aussi être 
contaminées par divers agents pathogènes. L'intérêt de la mort rapide au niveau du site 
d’infection et autour de ce point est de retarder, voire stopper la prolifération de la bactérie, du 
champignon ou du virus. 
 
Des molécules signales sont impliquées dans le contrôle de la RH, tels que la flambée 
oxydative (avec la formation du H2O2) ou le N (Beers et McDowell, 2001). Ce processus de 
production des ROS est rapide, transitoire et initié au niveau du point d’infection. Cette forte 
accumulation permet l’induction de nombreux gènes de défense, et/ou encore le renforcement 
des parois cellulaires. De plus, la biosynthèse de nombreuses hormones végétales est stimulée, 
comme l’éthylène, et surtout l’acide salicylique (AS). Cette double accumulation, AS et ROS, 
est nécessaire pour induire la MCP durant la réponse hypersensible. Par ailleurs, le cyt c 
sortant de la mitochondrie favorise l’entrée en MCP, puisque la perméabilité membranaire de 
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la mitochondrie est l'un des signes de la RH. Comme l’AS peut induire une inhibition rapide 
de la chaîne de transport des électrons des mitochondries, de cette manière, une 
phosphorylation oxydative dans les cellules de tabac est provoquée (Xie et Chen, 2000). Cette 
MCP, induite sur les cellules de tabac par un éliciteur de réponse hypersensible produit par 
Erwinia amylovora (la molécule Harpin), est associée à une altération des fonctions de la 
mitochondrie (Xie et Chen, 2000). 
 
Généralement, la réponse hypersensible s’accompagne du phénomène de la résistance. Pour 
limiter la croissance de l’agent pathogène, la plante doit donc coordonner l’activation de 
plusieurs gènes de défense. La résistance s'exprime lorsqu'il y a une reconnaissance dite 
« gène-pour-gène », qui peut se faire de manière directe ou indirecte entre le gène R, gène 
dominant de l’hôte, avec le gène avr, gène dominant de l’agent pathogène (Greenberg et Yao, 
2004). Des modifications cellulaires accompagnent les reconnaissances et sont variables en 
fonction de l’agent pathogène. Des changements morphologiques des mitochondries sont 
observés, puis ultérieurement, un dysfonctionnement de la membrane et une vacuolisation 
progressive du cytoplasme sont remarqués (Greenberg et Yao, 2004).  
 
Un facteur de régulation essentiel dans la propagation de la réponse hypersensible est LSD1. 
Chez Arabidopsis, le mutant lsd1 montre une hypersensibilité pour initier la mort, mais limite 
sa progression. Cette protéine appartient à la famille des protéines possédant un motif doigt de 
zinc (zinc finger protein). Elle est dépendante de la voie de signalisation des ROS (dont le 
superoxyde), dont le signal doit être suffisant pour activer le facteur (Dietrich et al., 1997). 
Les protéines induisant la mort ou la protection des cellules sont soit réprimées, soit activées 
par ce régulateur de transcription. Par exemple, LDS1 peut empêcher l'entrée du facteur de 
transcription bZIP10 (basic leucine zipper) dans le noyau et inhiber son rôle de protection. En 
effet, ce dernier protège les cellules d’Arabidopsis de la mort induite par un stress oxydatif en 




Nous avons vu que la RH est un autre type de MCP végétale. Certains acteurs de la voie de 
signalisation sont bien définis et sont également impliqués dans la réponse à d’autres types de 
stress amenant à la MCP chez les plantes, comme les stress abiotiques. 
 
I.4.4. La MCP induite par des stress abiotiques 
 
Divers stress abiotiques peuvent perturber le fonctionnement des cellules végétales allant 
même jusqu'à induire la MCP. Nous ne verrons ici que quelques stress, comme la salinité, le 
stress hydrique et les UV. 
 
I.4.4.1. Induction de la MCP par une forte salinité 
 
Lorsque la salinité est trop élevée, celle-ci peut être nocive pour les plantes. Les plantes 
utilisent des modifications de concentrations pour divers éléments protecteurs (les sucres, les 
acides organiques ou les protéines) lorsqu'elles sont exposées à un stress ionique. Par exemple, 
un traitement au NaCl des feuilles du pois (Pisum sativum) est généralement toxique pour les 
cellules. En effet, de sérieux dommages sont causés au niveau des chloroplastes liés à la 
formation de superoxyde et de H2O2 (Hernández et al., 1995). Par contre, certaines plantes 
tolérantes ont des activités croissantes pour des enzymes les protégeant de la toxicité des ROS 
(comme les antioxydants), telles que la superoxyde dismutase et l’ascorbate peroxydase 
(Hernández et al., 1995). D’autres études menées sur des plants de tomate (Lycopersicon 
pennellii) ou du millet des oiseaux (Setaria italica) arrivent aux mêmes conclusions : le stress 
salin a des effets sur la peroxydation des lipides et sur les antioxydants (Shalata et Tal, 1998, 
Sreenivasulu et al., 2000). 
 
Le stress salin est perçu en premier lieu par les racines de la plante. En formant de nouvelles 
racines, les plantes peuvent survivre à ce stress transitoire (Katsuhara et Shibasaka, 2000). 
Malgré les changements de l'abondance de certaines protéines observés chez les racines 
d'Arabidopsis exposées au NaCl, la régulation post-transcriptionnelle module toujours 
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l’activité des gènes associés à la réponse de ce stress (Jiang et al., 2007). En particulier, la 
protéine ATG8, qui est nécessaire pour la formation de l'autophagosome, fait partie tout 
comme ATG18a, des protéines dont l'expression est stimulée après une exposition à des 
concentrations importantes en sels (Slavikova et al., 2008, Liu et al., 2009).  
 
C'est sur les racines de l'orge exposées à un stress salin que la première MCP provoquée par ce 
stress a été démontrée (Katsuhara et Shibasaka, 2000). Une dégradation du noyau de la cellule 
a été observée 24 h après un traitement de 300 mM de NaCl. Plusieurs expériences ultérieures 
ont permis de mettre en évidence divers composés probablement impliqués dans l’initiation de 
la réponse au stress salin par les plantes. On a également observé chez la levure et Arabidopsis 
thaliana qu'un déséquilibre ionique cause la fragmentation du noyau, la vacuolisation et enfin 
la lyse des cellules subissant un stress salin (Huh et al., 2002). Encore une fois, cette MCP est 
détectée chez des protoplastes (cellules végétales dépourvues de paroi cellulaire) de tabac 
exposés au sel, et fait intervenir les ROS et le déséquilibre ionique de la cellule (Lin et al., 
2006).  
 
I.4.4.2. Induction de la MCP par le stress hydrique 
 
Le manque d’eau, ou stress hydrique, peut être problématique pour la vie d’un organisme. Ce 
stress mène à la formation de ROS qui vont activer des voies de signalisation pour limiter les 
dommages causés, ou activeront la MCP. Dans ce cas, une inhibition de la croissance et une 
baisse de la conductance des stomates sont observées (Smirnoff, 1993). Les ROS ayant un 
effet sur la peroxydation des lipides, déstabilisent la membrane jusqu'à sa dégradation 
(Thompson et al., 1987). 
 
Chez le pois (Pisum sativum), une diminution de plusieurs activités cellulaires est provoquée 
par le stress hydrique. Ainsi, on a observé une réduction de la photosynthèse, de la 
transpiration, et de l’oxydase glycolate (Moran et al., 1994). À l'opposé, la superoxyde 
dimustase a vu son activité augmenter contribuant ainsi à la formation des ROS (Mittler et al., 
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2004). La sécheresse induit aussi une augmentation des métaux catalytiques, dont le cuivre qui 
aurait un rôle crucial dans la toxicité des ROS (Moran et al., 1994). Les plantes mutées pour le 
gène "drought hypersensitive/squalene epoxidase 1-5 (dry2/sqe1-5)" sont plus sensibles au 
stress hydrique. La réponse de leurs stomates en est altérée, et la composition en stérols au 
niveau de leurs racines est défectueuse, ce qui contribue à la formation des ROS (Posé et al., 
2009). 
 
Comme pour le stress salin, la démonstration de l’activation de la MCP chez les plantes 
subissant un stress hydrique n’a été faite que récemment. La MCP de type autophagique est 
déclenchée lorsque le milieu environnant de la racine est déficient en eau (Liu et al., 2009). 
Dans cette voie de signalisation, le gène Atg18 est surexprimé ainsi que la NADPH Oxydase 
(Liu et al., 2009). Malheureusement, peu d’éléments sont connus dans la MCP racinaire 
activée au cours d’un stress hydrique. Par contre, on sait que l'expression du gène BI-1 (Bax 
Inhibitor-1) augmente lors d'un stress hydrique (Duan et al., 2010). La portéine BI-1 est un 
atténuateur de la MCP, et lors d'un stress du RE, elle va aider à la sortie du calcium dans le 
cytoplasme (cf. partie I.4.2.2.3.2.). 
 
I.4.4.3. Induction de la MCP par les UV-C/UV-B 
 
Les rayons ultraviolets (ou UV) sont classés en fonction de leur longueur d’onde : les UV de 
type A (entre 320 nm et 380 nm), les UV-B (entre 280 nm et 320 nm), et enfin les UV-C 
(entre 200 nm et 280 nm). Après une exposition des cellules à ces rayonnements 
électromagnétiques, des dommages à l'ADN apparaissent. Ce sont des facteurs qualifiés de 
génotoxiques. Ce dernier type de stress abiotique provoque lui aussi la MCP. De ce fait, les 
UV ont beaucoup été utilisés pour induire l’apoptose chez les cellules animales. 
Heureusement, la couche d’ozone et l’atmosphère constituent une forme de défense naturelle 
puisqu’ils sont un bouclier pour la plupart de ces radiations dangereuses. Ces protections 
filtrent, voir arrêtent ces rayons : ainsi, la grande majorité de la lumière UV, qui atteint la 




Les deux premiers types d'UV n'ont pas les mêmes conséquences sur les plantes. Les UV-A 
affectent la croissance et la signalisation cellulaire, puisqu'ils interfèrent avec l’induction 
d’une enzyme clé dans la voie de biosynthèse des flavonoïdes (Wang et al., 2012). Les UV-B 
eux, ont un effet plus général sur la croissance, le développement, la morphologie et le 
métabolisme. En effet, ils induisent la formation de dimères de thymines qui causent des 
dommages à l’ADN et à l’ARN. Non réparés, ces dimères perturbent la transcription des 
gènes, la réplication de l’ADN, donc le métabolisme cellulaire. Lorsque les plantules sont 
placées à la lumière après une irradiation, les dommages sont toujours plus conséquents (Dany 
et al., 2001). En effet, l'exposition aux UV-B cause une perte de chlorophylle et une 
augmentation des dommages lipidiques (John et al., 2001). De plus, un grand nombre de gènes 
associés à la sénescence sont induits suite à une exposition aux UV-B, ce qui a pour 
conséquence, l’apparition de symptômes caractéristiques de la sénescence. Les dimères de la 
protéine UVR8, pour "UV Resistance locus 8", perçoivent les UV-B chez les plantes (Rizzini 
et al., 2011). Cette perception se fait via les résidus tryptophane de la protéine qui provoquent 
la conversion du dimère en monomères (O'Hara et Jenkins, 2012). Plusieurs voies sont 
activées par UVR8 pour une meilleure réponse de la plante (Tilbrook et al., 2013). 
 
Les UV-C restent les plus dommageables pour les organismes. Suite à une exposition aux UV-
C des cellules (animales ou levures), il a été démontré que de nouveaux produits étaient 
formés, dont les ROS et des dimères de pyrimidines. Ces molécules sont très mutagènes. En 
temps normal, suite à l’apparition de fragmentation de l’ADN, des systèmes de réparation se 
mettent en place. Des corrections ou des excisions sont effectuées sur les anomalies décelées. 
Ce phénomène est conservé pour les êtres vivants, et il est appliqué si les dommages ne sont 
pas trop conséquents pour la viabilité des organismes, ni trop coûteux en ressources.  
 
En 1998, Danon et Gallois ont étudié pour la première fois les changements induits, suite à un 
traitement aux UV-C sur le noyau de protoplastes et de plantules d’Arabidopsis thaliana. Pour 
des doses supérieures à 10 kJ/m², les premiers symptômes de MCP sont apparus. En effet, la 
cellule déclenchait son programme de mort puisque les dommages causés par l’irradiation 
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étaient trop importants. Les UV-C provoquent la fragmentation de l’ADN en petits fragments 
de 180 pb, et son multiple, par l’activation d’une DNase. La confirmation de ce résultat a été 
obtenue par l'étude de la cinétique de la fragmentation de l’ADN évaluée par Southern. Ainsi, 
plus le temps après l’exposition était long, plus la fragmentation augmentait. En complément 
de cette analyse, une quantification des noyaux fragmentés marqués in situ avec des tests 
TUNEL a été faite, sur des protoplastes exposés aux UV-C. Encore ici, le nombre de noyaux 
marqués augmentait avec le temps et la dose appliquée. Les doses d’UV-C requises pour 
induire la même réponse de mort sont en moyennes 1000 fois supérieures pour les plantes, les 
cellules animales étant beaucoup plus sensibles. Les végétaux possèdent des caractéristiques 
qui leur sont propres et qui les protègent des UV-C, telles que la présence de flavonoïdes, ou 
des parois cellulaires et les cires de la cuticule (réflexion des UV). 
 
Quelques protéines répondant à une exposition aux UV-C ont été identifiées, soit la 
métacaspase-8 qui régule la réponse de la cellule (He et al., 2008) et la HY1 qui protège la 
cellule des effets des UV-C (Xie et al., 2012). Les plantes mutées dans le gène HY1 sont 
hypersensibles aux UV-C puisque les voies de biosynthèse des caroténoïdes et des flavonoïdes 
sont altérées et la régulation des défenses par les antioxydants est diminuée (Xie et al., 2012). 
 
Ce moyen simple d’induire la MCP est retenu pour notre étude. Un éventail de doses sera 
appliqué pour analyser la réponse de la plante. 
 
I.4.5. Les molécules intervenant au cours de la MCP végétale 
 
Suite à un stress biotique ou abiotique, l’organisme met en place des réponses d’adaptation si 
les dommages ne sont pas trop conséquents, sinon, il induira la MCP. Les organites 
intracellulaires, mitochondries, chloroplastes et peroxysomes, peuvent être très impliqués dans 
les productions et les variations de concentrations de messagers secondaires. Nous ne 
développerons pas les effets des hormones végétales sur l’induction des voies de signalisation 
en réponse au divers stress environnementaux, mais elles ont également une importance dans 
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la transduction des signaux. Ici, nous étudions brièvement quelques messagers secondaires, 
comme les flux d’ions avec le calcium, les ROS et le cyt c, mais aussi quelques protéines 
actrices du devenir de la cellule. 
 
I.4.5.1. Molécules impliquées dans la signalisation cellulaire 
 
Nous avons rapidement vu au début que les protéines de la famille de Bcl-2 peuvent influencer 
la perméabilité de la membrane mitochondriale chez les cellules animales (Oltval et al., 1993). 
Les divers signaux de stress cellulaires sont perçus et transmis aux organites. Ces éléments 
cellulaires initient l’exécution d’une voie de signalisation, pouvant aboutir à la MCP. 
Beaucoup de régulateurs protéiques ont été caractérisés chez l’humain ou la mouche, mais la 
grande majorité d’entre eux sont absents du génome d’Arabidopsis. Les plantes utilisent 
probablement d’autres régulateurs pour contrôler ce processus. Par contre, certains messagers 
secondaires qui activent les voies de signalisation menant à la MCP chez les plantes ont 
également un rôle semblable chez d’autres organismes. Nous parlerons ici du rôle du cyt c, du 
calcium et des ROS. 
 
I.4.5.1.1. Le rôle du cytochrome c, ou cyt c 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, le cyt c intervient dans la cascade de signalisation de 
la MCP chez les animaux. Il fait partie de la chaîne mitochondriale du transport des électrons, 
et de l’expulsion des protons de la matrice vers l’espace inter-membranaire. Plus précisément, 
le cyt c se trouve dans l’espace entre les deux membranes de la mitochondrie, et permet le 
transport des 2 électrons du complexe III au complexe IV de la chaîne. Ces deux électrons 
seront assimilés à ½ molécule O2 et 2 protons (H+) pour former une molécule d’eau. 
Néanmoins, la sortie du cyt c de la mitochondrie peut être causée aussi bien par les ROS, que 
par l’élévation du calcium, ou par l’inhibition de la chaîne de transport des électrons 




Chez les cellules végétales, la sortie du cyt c de la mitochondrie a été associée à certaines 
MCP. Dans un premier temps, des études ont montré que la perte du potentiel de la membrane 
mitochondriale (∆Ψm) se produisait tôt dans la MCP végétale, et était un élément important 
pour l’exécution de la mort (Yao et al., 2004). Cette perte provoque d’abord des changements 
morphologiques du noyau, et éventuellement est accompagnée par la sortie du cyt c par les 
pores de la membrane externe de la mitochondrie. Plusieurs protéines peuvent avoir des effets 
sur la perméabilité de la mitochondrie et activer la MCP. Par exemple, la protéine ACD2 
(Accelerated Cell Death2) qui est localisée aux chloroplastes, peut altérer les fonctions de la 
mitochondrie lorsqu’elle est surexprimée ou absente. L'action de ce régulateur de la MCP 
suggère qu'il y a une communication entre les chloroplastes et les mitochondries pour activer 
la MCP (Yao et al., 2004). 
 
Rares sont les protéines présentes à la surface de la membrane externe de la mitochondrie, 
comparée à la membrane interne. Parmi ces quelques protéines, on trouve la VDAC, pour 
"Voltage-Dependent Anion Chanel", qui est un pore membranaire facilitant les échanges entre 
l’organite et le cytosol. VDAC est impliquée dans les pores de perméabilité transitoire, qui, 
lorsqu’ouverts, provoquent la perte du potentiel de la membrane interne, donc une sortie du 
cyt c (Kusano et al., 2009). 
 
La sortie du cyt c ne se produit pas pour tous les types de MCP. Chez les végétaux, son rôle 
n’a pas encore été bien défini comme pour les animaux (cf. partie I.4.5.1.1.) avec la formation 
de l’apoptosome.  
 
I.4.5.1.2. Le rôle du calcium 
 
L’ion calcium, ou Ca²+, est un messager secondaire universel, contrôlant un grand nombre de 
processus biologiques, incluant l’apoptose animale. Chez les plantes, le calcium est aussi une 
molécule signale. Son action se fait grâce aux variations de sa concentration dans le 
cytoplasme, en provenance des organites intracellulaires. Ainsi, les flux de calcium peuvent 
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aussi activer directement certaines voies de MCP en réponse à un stress général ou lors des 
mécanismes de défense de la plante.  
 
Le RE, avec les mitochondries et la vacuole, est l’un des réservoirs du calcium dans la cellule. 
C'est la raison pour laquelle une sortie importante de Ca²+ du RE est observée au cours d’un 
stress du RE. L’élévation de la concentration en calcium dans le cytoplasme peut se faire par 
les pompes à Ca2+ ou par les canaux perméables au Ca2+ présents sur les membranes 
biologiques. Chez les animaux, des dommages au RE peuvent déclencher l’activation des 
caspases. La voie de signalisation du stress du RE est liée à l’apoptose : une sortie du calcium 
des organites et une diminution importante de production en ATP sont des éléments 
indispensables de l’induction de la MCP par le RE. En conséquence, on observe l’apparition 
de protéines anormalement repliées, accompagnée de sécrétions de protéines apoptotiques du 
compartiment RE-Golgi (Chae et al., 2004).  
 
Le calcium peut réguler d’autres molécules. La NADPH oxydase a un rôle dans la flambée 
oxydative (cf. partie I.4.5.1.3.), et pourrait être régulée par le calcium au niveau des motifs EF-
hand en N-terminale de la protéine (N-ter). Il a été montré chez la pomme de terre (Solanum 
tuberosum) que la NADPH oxydase peut être activée par phosphorylation grâce à l'activation 
de protéines kinases dépendantes de la sortie du calcium du RE, dont la CDPK5 (Kobayashi et 
al., 2007). Également, un traitement à l’ozone de suspensions cellulaires d’Arabidopsis 
thaliana crée un influx de calcium du RE et provoque la formation de ROS, par l'activation de 
la NADPH oxydase (Kadono et al., 2010). Un système à peu près équivalent (protéines 
kinases/NADPH oxydase) serait requis lors d'une infection par un agent pathogène pour 
permettre une propagation rapide du signal (Dubiella et al., 2013). 
 
Les ROS, qui sont produits en réponse à divers stimuli physiologiques, fonctionnent comme 
des messagers cellulaires, et à leur tour, modulent l’activité des protéines. L’une de leurs 




I.4.5.1.3. Le rôle des espèces réactives de l’oxygène, ou ROS 
 
Les divers stress environnementaux provoquent des modifications de l’homéostasie cellulaire 
par la production de ROS. L’accumulation de ces composés est toxique et peut entraîner la 
mort de la cellule, voire de l’organisme entier.  
 
L’oxygène est utilisé au cours des réactions du métabolisme aérobie, pour fournir de l’énergie 
à la plante. Les cytochromes de la chaîne respiratoire réduisent l’oxygène. Mais en parallèle, 
des radicaux oxygénés sont produits, ce qui constitue l’une des principales sources de ROS 
dans la cellule végétale. Parmi ces molécules, des radicaux libres très réactifs sont retrouvés 
dans la cellule comme le radical superoxyde (O2•−), le radical hydroxyle (•OH) ou le peroxyde 
d’hydrogène (H2O2). Ces dérivés de l’oxygène ne sont que partiellement réduits en H2O, car 
une partie des électrons s’échappent et conduisent à la formation du radical O2•−. Cette 
molécule est un intermédiaire toxique qui diffuse facilement pour aller former d’autres 
composés, comme le H2O2 (qui produit lui-même •OH, radical très délétère). Le peroxyde 
d’hydrogène est une molécule signale qui diffuse rapidement au travers des membranes, et 
peut stimuler l’expression de certains gènes, comme ceux codant pour des antioxydants. En 
parallèle, les gènes reliés à la photosynthèse ne seront plus transcrits, notamment, pour limiter 
la production de ROS (Jabs, 1999, Parent et al., 2008).  
 
Les organites associés à cette production de ROS sont les chloroplastes (pendant la 
photosynthèse), les mitochondries (au cours de la chaîne du transport des électrons) et les 
peroxysomes. Ils deviennent les éléments centraux du contrôle du stress oxydatif causé par 
une variation de l’environnement, comme nous allons le voir un peu plus en détail. Ensuite, 
nous verrons qu’une enzyme participe aussi à la production des ROS. 
 
Les chloroplastes sont la principale source de production des ROS chez les plantes (Foyer et 
al., 1994, Dat et al., 2000). La photosynthèse est une succession de réactions redox qui 
absorbent l’énergie lumineuse et la transforment en énergie cellulaire (production de NADPH 
et d’ATP). Les électrons d’une molécule d’eau sont transportés le long d’une chaîne pour 
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éventuellement être fixés par le NADP+. Lorsque les conditions pour la fixation du CO2 sont 
limitantes, d’autres accepteurs d’électrons comme l'O2 peuvent intervenir. Ainsi, des 
molécules de O2•− se forment dans le stroma du chloroplaste (Dat et al., 2000). 
 
La seconde source de production de ROS se déroule dans le peroxysome, qui participe à la 
photorespiration. En fonction de la localisation des peroxysomes dans un tissu, les fonctions 
de ces organites diffèrent. Les peroxysomes sont chargés de la détoxification de la cellule en 
dégradant les composés inutiles ou toxiques. Lorsque la photosynthèse est inhibée, 
l’oxygénation du ribulose 1,5-biphosphate est favorisée, ce qui entraîne la production de 
phosphoglycolate. Ce dernier est transloqué au peroxysome, où il est converti en glyoxylate et 
forme du NO (Corpas et al., 2001). Cependant, le peroxysome a deux rôles : un initiateur du 
stress oxydatif et une source de molécules signales, dont les ROS et les RNS (espèces 
réactives de l’azote) (Del Río et al., 2006). 
 
La respiration peut aussi permettre la formation de ROS dans certaines conditions (Dat et al., 
2000). La chaîne de transport d’électrons de la mitochondrie peut former du O2•− lorsque 
l’oxygène entre en compétition avec les accepteurs naturels d’électrons. Dans le cas d'un 
traitement des protoplastes aux UV-C, des observations microscopiques ont montré que les 
mitochondries formaient des agrégats au milieu du cytoplasme et perdaient leur potentiel 
transmembranaire (Gao et al., 2008). Il y avait donc une perte de la mobilité des organites, 
accompagnée de la formation de ROS par les chloroplastes, et d’une augmentation de la 
concentration du calcium cytoplasmique, qui est l’un des régulateurs des ROS. Par ailleurs, 
l'AOX, ou l'oxydase alternative, a une influence conséquente sur la formation des ROS ou des 
RNS par les mitochondries (Vanlerberghe, 2013). 
 
Plusieurs enzymes sont connues pour être capables de produire des ROS en réponse à un stress 
biotique, mais celle qui semble la plus importante est la NADPH oxydase. Ce complexe 
enzymatique est associé à la membrane plasmique et catalyse une réaction assez simple (Dat et 
al., 2000). Il transfère des électrons du NADPH cytosolique à une molécule O2 du milieu 
extracellulaire (Hancock et al., 2001). La grosse sous-unité du complexe fonctionne comme 
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une pompe à proton, et compense la charge qui traverse la membrane. D’autres composés 
cytoplasmiques s’ajoutent sur la face interne au complexe pour donner la forme active (Dat et 
al., 2000, Hancock et al., 2001). Un traitement avec l’acide abscissique (ABA) sur des feuilles 
de Zea mays (maïs) induit la voie de défense des antioxydants. Ce traitement provoque une 
augmentation de l’activité de la NADPH oxydase, donc la production de ROS. L'ABA 
déclenche l’influx de calcium. L’augmentation de la concentration cytosolique en Ca2+ stimule 
la production de ROS par la NADPH oxydase de la membrane plasmique. Au final, il y a une 
activation de l’activité des enzymes antioxydantes (Jiang et Zhang, 2003).  
 
Les ROS sont considérées comme étant des molécules phytotoxiques et produites par les 
éléments de l’organisme lui-même. Elles peuvent dégrader tous les constituants cellulaires, 
comme l’ADN, les protéines, les lipides, etc (Dean et al., 1997). Elles peuvent aussi jouer un 
rôle dans la signalisation cellulaire vis-à-vis de réponse aux contraintes environnementales. 
Dat et al. (2000) résument l’ensemble des facteurs biotiques et abiotiques permettant la 
production de ROS. Au cours de la réponse hypersensible induite par un agent pathogène, le 
processus de production des ROS, rapide et transitoire, est initié et permet l'induction de 
nombreux gènes de défense (cf, partie I.4.3.).  
 
I.4.5.2. Quelques protéines régulatrices de la MCP végétale 
 
Un certain nombre de protéines sont connues pour avoir des fonctions pro-apoptotiques ou 
anti-apoptotiques selon le type d'induction de MCP. Certaines d'entre elles peuvent amplifier 
et/ou interagir avec le calcium, les ROS ou le cyt c qui régulent aussi la MCP végétale. 
 
I.4.5.2.1. DAD-1 : Defender against Apoptotic Death-1 
 
Les premières études réalisées sur la protéine DAD-1 ont permis de mettre en évidence son 
implication dans le contrôle de la MCP chez les animaux. Le gène DAD-1 a été exprimé dans 
une lignée cellulaire mutante de hamster (lignée parentale BHK21), qui rendait la souche 
47 
 
sensible à la variation de température. Lorsque la température de croissance des cellules 
passait à 39,5 °C, au lieu de 33,5 °C, cette lignée cellulaire, tsBN7, entrait en apoptose. La 
perte de fonction de cette nouvelle protéine chez ces mutants entraînait l’entrée en apoptose 
des cellules (Nakashima et al., 1993). Tout comme la protéine Bcl-2, DAD-1 a un rôle de 
suppresseur de la MCP chez les cellules animales. 
 
Des études comparatives des séquences protéiques de DAD-1 ont démontré la conservation du 
gène dans le règne animal tout comme dans le règne végétal. C'est aussi la protéine humaine 
DAD-1 qui fut la première protéine identifiée comme ayant un rôle dans la MCP végétale 
(Gallois et al., 1997). La protéine AtDAD-1 d'Arabidopsis thaliana, qui n'a que 49 % 
d'identité avec celle de hamster, peut lorsqu'exprimée dans cellules tsBN7, les empêcher 
également d’entrer en apoptose. Elle est donc aussi efficace que celle de l’humain pour sauver 
de l’apoptose les cellules de hamster (Gallois et al., 1997). Une confirmation de son rôle 
d’inhibiteur de la MCP a été déterminée avec la protéine DAD-1 du riz, qui empêchait elle 
aussi l’entrée en apoptose de la lignée tsBN7 (Tanaka et al., 1997). 
 
Une étude de l’expression des protéines DAD chez des plantes d’Arabidopsis irradiées avec 
les UV-C a permis de caractériser leur rôle dans cette réponse (Danon et al., 2004). Il existe 
deux homologues du gène chez la plante modèle, qui ne diffèrent l’une de l’autre que par cinq 
acides aminés en N-ter. L’étude s’est orientée sur le gène AtDAD-1, qui, lorsque transcrit, est 
localisé au RE. Une surexpression de AtDAD-1 et AtDAD-2 permet de diminuer 
significativement la fragmentation de l’ADN suite à un traitement aux UV-C (Danon et al., 
2004). Ainsi, après une irradiation aux UV-C des plantes, la protéine AtDAD-1 doit limiter ou 
prévenir le stress du RE, ou doit s’associer directement à des régulateurs de la MCP. 
L'homologue de DAD-1 chez l'algue verte Chlamydomonas reinhardtii a été aussi étudié en 
réponse aux UV-C. Suite à une exposition de 12 J/m² aux UV-C des cellules, une relation a été 
établie entre la régulation négative de DAD-1 et la régulation positive de APAF-1, pour 
"protease activating factor-1" (Moharikar et al., 2007). Cette diminution est corrélée avec 
l'initiation de la MCP des cellules et accompagnée par l'activation du facteur pro-apoptotique 
APAF-1 (Moharikar et al., 2007). Chez le blé, DAD-2 serait également un régulateur négatif 
48 
 
de la MCP et son expression est diminuée quelques temps après une infection par un 
champignon (Wang et al., 2011). 
 
Mais pour le moment, nous ne connaissons pas précisément le mode d'action de ces protéines 
en réponse à divers stress qui provoquent la MCP. 
 
I.4.5.2.2. Homologues des caspases animales : les métacaspases 
 
Les caspases animales ont leurs homologues de structure chez les plantes, et sont regroupées 
en une famille de protéines (Uren et al., 2000). L’hypothèse d’une origine commune pour la 
famille des caspases-like est très probable, et cela implique une homologie fonctionnelle de 
ces protéines. Cette superfamille résulte de l’évolution d’une cystéine protéase ancestrale 
commune, ayant donné les caspases pour les animaux, les paracaspases présentes chez les 
métazoaires et le Dictyostelium, et les métacaspases retrouvées chez les plantes, les 
champignons et les protozoaires. 
 
Les métacaspases clivent après un résidu basique, une arginine ou une lysine, alors que les 
caspases clivent après un résidu aspartate (cf. partie I.2.1.). Chez Arabidopsis thaliana, neuf 
métacaspases ont été découvertes, dont trois appartenant au type I et six au type II, regroupées 
selon la présence d’une partie N-terminale supplémentaire pour le type I, nommée prodomaine 
(Figure 4, Vercammen et al., 2004). Cette extension N-ter comprend un domaine en doigt de 
zinc et une région riche en proline (Vercammen et al., 2004). L’activité auto-catalytique des 
métacaspases de type II dépend d’un résidu cystéine catalytique et génère les sous-unités p20 
et p10. Mais, il semble que les métacaspases de type II ne soient pas directement responsables 
de l’activité des caspases-like retrouvée chez les plantes. En effet, les métacaspases 4 et 9 ne 
clivent pas les substrats spécifiques des caspases (Vercammen et al., 2004). Cette activité 
serait due aux sapases, qui sont des sérines protéases. 
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Chez le poivron (Capsicum annuum), la métacaspase 9 joue un rôle de régulateur positif de la 
mort cellulaire induite par l'infection de bactéries Xanthomonas campestris (Kim et al., 2013). 
Cette enzyme a aussi pour substrat la phosphoénolpyruvate carboxykinase 1 (PEPCK1), une 
enzyme clé dans la gluconéogenèse. L'activité de cette dernière est renforcée par la protéolyse 
dépendante de la métacaspase 9 (Tsiatsiani et al., 2013). Enfin, une autre fonction de la 
métacaspase 9 a été découverte et montre son implication dans la mort cellulaire lors de la 
formation des vaisseaux du xylème (Bollhöner et al., 2013, Minina et al., 2013). Dans ce 
groupe, la fonctionnalité des différents résidus de la métacaspase 1 de la tomate est déterminée 
pour l'auto-activation de la molécule par la formation d'un lien avec le Ca2+ et dépendante du 
pH (Wen et al., 2013). 
 
Plusieurs traitements, comme les UV-C, le H2O2 ou le methyl viologen, provoquent la 
production de ROS dans les chloroplastes, et donc une réponse de la plante. Parmi les 
métacaspases de type II, c'est la métacaspase 8 (ou AtMCP2e) qui semble être impliquée dans 
les voies de réponse de MCP induite par ces stress abiotiques (He et al., 2008). Cette 
métacaspase est donc activée par un stress oxydatif, et est régulée soit au niveau 
transcriptionnel par RCD1, connue pour interagir avec des facteurs de transcription, soit au 
niveau de son activité protéolytique (He et al., 2008). 
 
Watanabe et Lam ont publié deux articles en 2011 sur les métacaspases de type II, notamment 
sur la 4, nommée AtMCP2d, qui est la métacaspase la plus abondante dans la cellule. La 
métacaspase 4 est synthétisée sous une forme inactive. Comme pour les caspases initiatrices, 
la métacaspase 4 devient active soit par un autoclivage, soit par un clivage intermoléculaire. 
Une forte concentration en calcium, beaucoup trop élevée pour refléter la réalité, initierait 
l'activation de la protéine par son clivage, grâce à la lysine 225, un résidu très conservé 
(Watanabe et Lam, 2011a). La protéine est un régulateur positif dans la réponse de la MCP 
induite par un stress biotique ou abiotique (Watanabe et Lam, 2011b). Deux mutants pour ce 
gène, dont l'expression est fortement diminuée, ont un taux de mortalité réduit après un 
traitement par des mycotoxines. Par contre, lors d'une surexpression de l’enzyme ou de ses 
51 
 
produits, les auteurs observent une progression accélérée de la MCP chez ces plantes 
(Watanabe et Lam, 2011b). 
 
Des expérimentations ont aussi été menées sur les métacaspases de type I (Coll et al., 2010). 
Notamment, une étude s'est penchée sur l’implication du prodomaine des métacaspases 1 et 2 
dans la régulation de la RH. Ces enzymes ont une séquence plus proche de la protéine LSD1 
que la métacaspase 3. La métacaspase 1 interagit avec LSD1, qui est un régulateur de la 
réponse hypersensible chez les plantes (Dietrich et al., 1997). Par contre, ce n'est pas le cas de 
la métacaspase 2. De plus, le prodomaine de la métacaspase 1 régulerait de manière négative 
l’activité de pro-mort de LSD1 (Coll et al., 2010). Ainsi, la métacaspase 2, qui a une activité 
antagoniste à la 1, protège les cellules de la mort, lorsqu’une réponse de type hypersensible est 
induite. Plus récemment, un lien entre l'autophagie et la métacaspase 1 a été révélé avec la 
découverte d'un parallèle entre ces deux voies. Ces dernières sont régulées positivement pour 
la RH chez de jeunes plantes, mais régulées négativement au cours de la sénescence pour des 
plantes âgées (Coll et al., 2014). De plus, trois métacaspases de type II sont connues pour le 
maïs, Zea mays. L'activité de ces enzymes est ajustée en réponses à l'ozone et à la sénescence 
chez les plantes âgées, puisqu'elle augmente avec le temps (Ahmad et al., 2012). 
 
I.4.6. BI-1 : Bax Inhibitor-1 
 
La protéine Bax Inhibitor-1 de l'homme a été d'abord identifiée par Xu et Reed (1998), en 
utilisant le phénotype létal de l’expression de Bax chez la levure. Bax est absent chez la 
levure, mais son expression dans cet organisme induit l'apoptose. L’objectif de cette étude 
était d’identifier des protéines de mammifère pouvant sauver les levures de la mort induite par 
Bax en utilisant une banque d'expression d'ADNc. BI-1 s'est montrée capable de sauver les 
cellules de la mort induite par Bax. Par ailleurs, certains éléments caractéristiques de la famille 
Bcl-2 sont présents chez BI-1. Ainsi, grâce à cette étude, BI-1 a été identifié comme étant un 
nouveau régulateur de la voie de signalisation de la MCP contrôlée par Bcl-2 et Bax. Plus 
spécifiquement, on sait maintenant que BI-1 supprime la MCP en protégeant les cellules lors 
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d'un stress du RE (Lisbona et al., 2009; Castillo et al., 2011). Nous verrons plus en détails le 
mode d'action de BI-1. 
 
I.4.6.1. Généralités sur BI-1 et la famille de gènes 
 
Comme nous l'avons brièvement vu (cf. partie I.2.2.), certaines protéines sont dites pro-
apoptotiques comme Bax, et d'autres sont anti-apoptotiques. En effet, la protéine Bax favorise 
la sortie du cyt c de la mitochondrie dans le cytosol (Manon et al., 1997), et induit donc la 
MCP. En plus d'augmenter la concentration du cyt c cytoplasmique, Bax aurait un effet sur la 
diminution de la quantité de la cytochrome c oxydase, la dernière protéine de la chaîne 
respiratoire. Enfin, il faut soit l’expression de Bcl-2 dans les cellules animales, soit celle Bcl-
xL dans les levures pour prévenir la sortie du cyt c de la mitochondrie. 
 
Initialement, le rôle de BI-1 a été étudié dans la réponse de MCP induite par Bax dans la 
levure (Kawai et al., 1999, et Sanchez et al., 2000). Un homologue végétal de ce gène a été 
identifié chez Arabidopsis et Oryza sativa (le riz). L’expression d’ADNc de OsBI-1 dans les 
levures supprime la mort cellulaire induite par la protéine Bax (Kawai et al., 1999). Cette 
protéine est bien conservée chez les animaux et les végétaux, puisqu'elle a été mise en 
évidence par l'homologie des séquences en acides aminés. Lorsque l’expression de protéines 
pro-apoptotiques est faite chez la levure, AtBI-1 peut supprimer ce phénotype de mort, comme 
pour celui des mammifères. De plus, une régulation positive de l’expression du gène AtBI-1 
est constatée suite à une infection par un agent pathogène ou une blessure (Sanchez et al., 
2000). Malgré l'absence de Bax chez les végétaux, il y aurait tout de même une conservation 
de la fonction de BI-1 chez les végétaux. 
 
BI-1 fait partie de la famille TMBIM, ou "transmembrane Bax inhibitor-containing motif" 
puisque cette petite protéine possède le motif protéique de la famille (Zhou et al., 2008). Les 
études génétiques et bioinformatiques ont démontré une origine procaryote avec une bonne 
conservation des gènes de cette famille au travers des différentes espèces (Hückelhoven, 
 2004). Les membres de TMBIM possèdent entre six et sept domaines transmembranaires. BI
possède d'ailleurs sept domaines transmembranaires 
 
Une fusion du gène BI-1 avec 
promoteur constitutif 35S a permis de localiser 
al., 2001). Une étude de la fonction du gène a été faite 
transgéniques qui ne possèdent pas le gène inducteur Bax. 
le contrôle d'un promoteur inductible)
plantes montrent les caractéristiques de la MCP.
disparaît lorsqu’AtBI-1 est surexprimée chez ces mêmes plantes. La protéine BI
permet donc la suppression de l’action de Bax aussi bien chez les anim
végétaux. 
 
Figure 5. Représentation des structures des protéines de BI
d'Arabidopsis
 
Plusieurs autres homologues du gène 
aussi présent dans le génome du colza (
Bolduc et al., 2003), de la tomate (
rouge (Capsicum annuum : 
à la membrane du RE, la partie C
est primordiale pour maintenir la fonction de protection de la protéine contre la mort, induite 
par Bax (Kawai-Yamada 
protéine, toujours localisée au RE chez les cellules de tabac et de la levure, 
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 induite par la dexaméthasone 
 Mais, le phénotype de mort cellulaire 
 (adaptée de Watanabe et Lam, 2009).  
BI-1 sont retrouvés chez d'autres plantes. Ainsi, 
Brassica napus) et du tabac (
Lycopersicon esculentum : Chae et al
Isbat et al., 2009). Comme précédemment, la 
-ter se trouvant du côté cytosolique (Figure 5)
et al., 2004). En effet, sans ces 14 derniers acides aminés, la 
-1 
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mesure d’inhiber la MCP de ces cellules. Le motif consensus de ces acides aminés est 
EKDKKKEKK, une région riche en lysines (Kawai-Yamada et al., 2004). Ces derniers sont 
essentiels pour assurer le rôle anti-apoptotique de BI-1, pour sa fonction d'adhésion via l'actine 
et pour ses fonctions de régulation du calcium dans la cellule (Kim et al., 2008, Lee et al., 
2010). Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, deux autres gènes présentant de fortes 
homologies avec BI-1 ont été découverts (Xu et Reed, 1998, Lam et al., 2001). La séquence la 
plus conservée chez les deux autres BI-like est la partie C-ter des protéines prédites. Ces 
dernières ont des spécificités : AtBI-2 (sur le chromosome 4) a une séquence différente en N-
ter de BI-1, et AtBI-3 (sur le même chromosome que BI-1, le 5) a perdu le domaine en N-ter. 
Par contre, il a été démontré que seul BI-1 intervenait dans plusieurs processus de MCP 
puisque l’expression de ces deux BI-like était beaucoup plus faible. 
 
I.4.6.2. BI-1 régule le calcium 
 
Le RE étant le réservoir de la cellule en calcium, il est probable de par sa localisation que BI-1 
intervienne dans la régulation du calcium cytosolique et/ou l’équilibre redox (Matsumura et 
al., 2003). D'un côté, il est possible que la protéine s’oligomérise pour former des pores ou des 
canaux ioniques (Xu et Reed, 1998, Bolduc et al., 2003). D'un autre côté, il a été montré que la 
surexpression de BI-1 protège les cellules de souris qui ont subis un stress du RE, alors qu'une 
diminution de la quantité de Ca2+ provenant du RE stimule le déclenchement de la MCP, 
suggérant que BI-1 est bien impliquée dans la régulation du Ca2+ (Chae et al., 2004). D’autres 
éléments appuient cette implication de BI-1 dans l’homéostasie du Ca2+. Par exemple, 
l'interaction de BI-1 avec la calmoduline a été montrée par complémentation de fluorescence 
dans les cellules de levures et de plantes, suggérant sa participation dans les réponses 
dépendantes au Ca2+ (Ihara-Ohori et al., 2007). Par ailleurs, BI-1 aurait un effet sur une pompe 
ATPase à Ca²+ localisée à la membrane du RE. Cette pompe est impliquée dans les 
mouvements transmembranaires d’ions du calcium et du manganèse. De ces faits, BI-1 a un 




Plus récemment, BI-1 a été décrite comme étant une protéine de transport de calcium 
(Bultynck et al., 2012, Rojas-Rivera et al., 2012). Certains pensent que la partie C-ter de BI-1 
forme un pore à Ca2+ au niveau du RE qui permet l'efflux du calcium en cas de stress 
(Bultynck et al., 2012). En effet, la concentration intra-RE en calcium serait contrôlée par BI-1 
qui interagirait au niveau la partie C-ter avec l'IP3R, ou "inositol 1,4,5-trisphosphate receptor" 
(Kiviluoto et al., 2012). De plus, BI-1 pourrait aussi être un régulateur de l'autophagie chez la 
souris en utilisant le Ca2+ relargué par l'IP3R et utilisé comme lien entre le RE et les 
mitochondries. Cela entrainerait une  réduction de la consommation en oxygène de la cellule, 
et aurait un impact sur le niveau d'ATP provoquant alors l'autophagie (Sano et al., 2012). 
D'autres pensent que la perméabilité du Ca2+ du RE est due au pH de la cellule (Kim et al., 
2008, Bultynck et al., 2014). En conditions acides, une quantité plus importante de Ca2+ est 
libérée dans le cytoplasme via la partie C-ter de BI-1, et cela a des conséquences sur la 
mitochondrie, comme le recrutement de Bax et la sortie du cyt c (Kim et al., 2008). Plus 
récemment, on a montré qu'une régulation séquentielle par BI-1 de l'uniport mitochondrial 
Ca2+ et du canal mitochondrial Ca2+-dépendant du K+ provoque l'ouvertures de ces derniers 
pour favoriser l'entrée du Ca2+ dans la mitochondrie, et ainsi induire une protection de la 
cellule (Lee et al., 2014). Cette fonction de BI-1 liée au pH acide de la cellule est qualifiée 
d'activité anti-pore Ca2+/H+ par la protéine (Yun et al., 2012). 
 
Du côté des plantes, très peu d'éléments supplémentaires ont été mis à jour depuis les résultats 
d'Ihara-Ohori et al. (2007). Il a été déterminé que la liaison entre la calmoduline et AtBI-1 se 
produisait au niveau de la partie C-ter (Kawai-Yamada et al., 2009). La perte du lien avec la 
calmoduline réduit d'ailleurs fortement l'activité suppresseur de mort de BI-1 dans les plantes 
(Kawai-Yamada et al., 2009). Enfin, il est possible que chez les plantes, BI-1 régule 
l'homéostasie du Ca2+ de la cellule au travers des interactions de la protéine dans le RE avec la 





I.4.6.3. BI-1 régule les espèces réactives de l'oxygène  
 
L'autre initiateur du stress du RE, en plus de Ca2+, est la formation des ROS par les différents 
organites cellulaires (Zhang, 2010). Pour prévenir des effets nuisibles des ROS, BI-1 adopte 
une structure de type coiled-coil (Kawai-Yamada et al., 2004). Cet agencement est perdu 
lorsque l'on change certains acides aminés. Chez les animaux, BI-1 peut interagir avec 
d’autres protéines de la famille de Bcl-2 (Xu et Reed, 1998), via son domaine BH4, mais pas 
avec Bax (Bolduc et al., 2003). Par ailleurs, BI-1 régule aussi cette production de ROS. Dans 
les cas où BI-1 est surexprimé, la MCP induite par un stress oxydatif est supprimée (Kawai-
Yamada et al., 2004, Baek et al., 2004, Eichmann et al., 2006, Ishikawa et al., 2009). Par 
contre, même si le gène est surexprimé, il ne s'accompagne pas nécessairement d'une réduction 
de la production de ROS (Kawai-Yamada et al., 2004, Baek et al., 2004). Il s'avère que 
l'activité du cytochrome p450 est régulée négativement par BI-1 et donc limite l'accumulation 
de ROS lors d'un stress du RE (Kim et al., 2009). 
 
Les éléments connus pour les végétaux sont nettement moins avancés que ceux pour les 
animaux. Mais jusqu'à présent, les fonctions de la protéine découvertes chez les animaux sont 
conservées chez les végétaux lorsque les molécules équivalentes sont identifiées. 
 
I.4.6.4. Rôle de BI-1 dans les stress oxydatifs 
 
Bien que BI-1 ne soit pas essentielle pour le développement des plantes, ni pour la croissance 
végétative normale, son implication en réponse à plusieurs types de stress biotiques et 
abiotiques (Watanabe et Lam, 2006) et aussi durant la sénescence (Bolduc et al., 2003, Yue et 
al., 2012) a été démontrée. En effet, la surexpression d'AtBI-1 retarde la sénescence des 
feuilles induite par le méthyl jasmonate, ou MeJA, puisqu'il n'y a plus d'élévation du Ca2+ 
cytosolique qui activait la voie de MPK6 dépendante du calcium (Yue et al., 2012). Il n'est 
donc pas surprenant que plusieurs stress activent l'expression de BI-1. Ainsi, il est possible 
d'induire l'expression de AtBI-1 aussi bien par le H2O2 que par l’acide salicylique, dans des 
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suspensions cellulaires d’Arabidopsis, ou encore en réponse aux UV-C chez de jeunes 
plantules (Djoumad, 2010). Par contre, une exposition prolongée à certains stress, comme les 
métaux lourds ou la sécheresse, entraîne une diminution de l’expression du gène (Isbat et al., 
2009). 
 
BI-1 tient aussi un rôle dans la réponse suite à une infection par un agent pathogène, mais qui 
diffère selon l'organisme infectieux. En effet, suite à une infection par le champignon 
Magnaporthe grisea, des lignées cellulaires du riz (Oryza sativa L.) qui surexpriment AtBI-1 
montrent une résistance significative à la MCP (Matsumura et al., 2003). D'autres infections 
par divers champignons ont été testées sur les plantes (Eichmann et al., 2006, Imani et al., 
2006). Globalement, les auteurs supposent qu'une surexpression de BI-1 aurait le potentiel de 
supprimer les réactions de défense de l'hôte, puisque les champignons sont des organismes 
nécrotrophes et ont besoins de cellules mortes pour se développer. En opposition, des mutants 
d'insertion d'ADN-T dans BI-1 chez Arabidopsis montrent une sensibilité accrue à la bactérie 
Pseudomonas syringae (Kawai-Yamada et al., 2009). Plusieurs autres organismes, comme 
Puccinia striiformis ou Erysiphe cruciferarum, ont été testés et confirment l'importance de BI-
1 dans la RH (Wang et al., 2012, Weis et al., 2013). Cependant, toutes les plantes n'ont pas la 
même résistance/sensibilité selon l'organisme pathogène infectant. Les interactions plante-
champignon semblent être dépendantes du mode de vie du pathogène (Babaeizad et al., 2009). 
 
BI-1 participerait donc à un grand nombre de réaction de défense et de protection contre 
diverses agressions. Tout comme chez les animaux, les recherches aboutissent globalement à 
la conclusion que BI-1 serait un atténuateur de mort lorsqu’un stress du RE est provoqué 
(Watanabe et Lam, 2008, Duan et al., 2010). Quelque soit le type de stress induisant à une 
MCP, l’expression de ce gène augmente significativement pour permettre la survie éventuelle 
de la plante (Isbat et al., 2009, Wang et al., 2012). Ce rôle protecteur de BI-1, en réponse à un 




I.4.7. Les Thiorédoxines (Trx) 
 
Les thiorédoxines animales sont de petites protéines d'oxydoréduction qui se sont montrées 
essentielles à la survie des cellules. Comme plusieurs autres protéines impliquées dans la 
MCP, leurs rôles sont toutefois multiples. Les thiorédoxines apportent des modifications post-
traductionnelles sur plusieurs protéines en modifiant leur statut rédox et en régulant la 
formation des ponts disulfures (Michalska et al., 2009). Elles participent ainsi aux voies de 
réponse de stress et influencent la sensibilité ou la résistance de la cellule. Ces réactions sont 
en fait assurées par la super famille des thiorédoxines, regroupant les thiorédoxines, les 
glutarédoxines, les thiorédoxines-like, et même parfois les peroxyrédoxines. Leur mode 
d'action et les fonctions connues sont abordés dans la partie suivante. 
 
Chez l'homme, seulement deux thiorédoxines ont été identifiées, mais l'absence de l'une ou de 
l'autre de ces protéines est létale (Holmgren et Lu, 2010). Elles ont donc un rôle essentiel pour 
empêcher l'activation du programme apoptotique. Chez les plantes, les thiorédoxines 
constituent une très grande famille de protéines, avec des fonctions diverses. Toutefois, jusqu'à 
ce jour, l'implication de thiorédoxines végétales dans la MCP n'a pas encore été étudiée. Nous 
réviserons les informations connues sur les thiorédoxines végétales et évaluerons leur 
implication possible lors de la MCP induite en réponse aux UV-C. 
 
I.4.7.1. Généralités et fonctions 
 
Les thiorédoxines (Holmgren, 1972) et les glutarédoxines (Holmgren, 1976) sont présentes 
chez tous les organismes vivants. Ayant une activité enzymatique semblable, elles  sont 
potentiellement impliquées dans les mêmes processus biologiques. En effet, elles présentent 
une activité oxydoréductase par la réduction des ponts disulfures des protéines cibles.  
 
Les thiorédoxines se retrouvent sous deux formes : la forme oxydée, notée thiorédoxine-S2, et 
la forme réduite, notée thiorédoxine-(SH)2. Une visualisation de ces deux formes a pu être 
 possible par l’étude du spectre d'
Escherichia coli (Holmgren, 1972). En effet,
position 28 et 31, absorbe l’énergie lumineuse à une longueur d’onde précise, pour émettre à 
une autre longueur d’onde. Ainsi, en fonction de l’état d’oxydation de la protéine, l’intensité 
de fluorescence du tryptophane varie : elle est plus haute pour la forme réduite que pour la 
forme oxydée (Holmgren, 1972).
(Protéine-S2 en Protéine-(SH)
sur la Figure 6. De ce fait, la protéine cible devient active sous la forme réduite. De plus, pour 
que la thiorédoxine elle-même soit à nouveau active, la forme oxydée, Trx
la thiorédoxine réductase (NTR, "NADPH
Williams, 1967). Cette enzyme comprend au niveau de son centre réactionnel (Zanetti et 
Williams, 1967) une molécule de NADPH ou de Ferrédoxine (Fd, 
phase photochimique chez les plantes)
faisant intervenir la Fd au lieu du NADPH dans le système des thiorédoxines chez les plantes 
(cf. partie I.4.7.5.3.1.). 
  
Figure 6. Mécanisme de la réduction des ponts disulfures des protéines dépendant
du NADPH (adaptée de Meyer 
dépendante du NADPH est une flavoprotéine de 70 kDa qui comprend deux 
sous-unités liées à deux molécules de FAD. Abréviations : TR, thiorédoxine 
réductase; Trx, thiorédoxine.
 
La masse moléculaire des thiorédoxines se si
site actif, représenté par la séquence 
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Cystéine, est très conservé, ce qui permet de regrouper ces enzymes dans la super famille des 
thiorédoxines (Martin, 1995, Meyer et al., 1999, Meyer et al., 2002) 
 
Quant à elles, les glutarédoxines ont été mises en évidence suite à l'étude de mutants de 
thiorédoxine chez E. coli, qui ne pouvaient répliquer l'ADN du phage T7 (Holmgren, 1976). 
Le nouveau système en place dans ce cas est composé du NADPH, du glutathion, de la 
glutathion réductase et d'une dernière fraction de l'enzyme, la glutarédoxine (Holmgren, 
1976). Par ailleurs, elles possèdent un site actif assez similaire et bien conservé : Cystéine-
Proline-Tyrosine-Cystéine. Ainsi, la glutarédoxine effectue elle aussi la réduction des ponts 
disulfures de certaines protéines. Par contre, le système thiorédoxine et le système 
glutarédoxine représentent deux voies métaboliques différentes pour la formation des 
désoxyribonucléotides par le NADPH. Cependant, étant donné leur fonction commune avec 
les thiorédoxines, il est important d'en tenir compte dans l'interprétation des rôles des 
thiorédoxines seules. Nous ne développerons donc pas le système des glutarédoxines, qui est 
très similaire à celui des thiorédoxines et nous nous attarderons plus particulièrement sur la 
sous-famille des thiorédoxines dans les parties ultérieures. 
 
I.4.7.2. Les thiorédoxines chez les bactéries  
 
La première thiorédoxine bactérienne étudiée par Laurent et al. (1964) a été isolée de 
Escherichia coli B. Cette thiorédoxine est impliquée comme donneur d'hydrogène pour la 
ribonucléotide réductase (RRase), une molécule essentielle dans la synthèse d'ADN. Elle a été 
isolée dans une fraction contenant un triphosphorydine nucléotide (ou TPNH) réduit. La 
fonction de la thiorédoxine requiert l'interaction d'une thiorédoxine réductase telle que la 
TPNH, et permet ainsi la réduction des ponts disulfures des protéines cibles (Laurent et al., 
1964). Ce n'est qu'en 1968 que la séquence complète de la protéine active d'E. coli B est 
déterminée par Holmgren. Rapidement, d'autres thiorédoxines mises en évidence chez d'autres 
organismes ont été séquencées, comme la thiorédoxine du phage T4 (Sjöberg et Holmgren, 
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1972), celle de la levure du boulanger (Porqué et al., 1970a), et celles d'organismes 
pluricellulaires. 
 
I.4.7.3. Les thiorédoxines chez la levure 
 
Au cours de cette période, d'autres recherches ont été menées chez les cellules eucaryotes, 
notamment sur les levures, faisant intervenir une compartimentation de la cellule et 
introduisant une spécialisation du système des thiorédoxines. Une première analyse a mis en 
évidence deux formes de TRX cytosoliques qui utilisent, comme pour la bactérie, le NADPH 
comme donneur de proton au FAD contenu dans la thiorédoxine réductase (Porqué et al., 
1970a). Une troisième thiorédoxines (TRX3) a été identifiée à la mitochondrie par Pedrajas et 
al. (1999) chez la levure. Après alignement des séquences primaires, Hall et al. (1971) ont 
conclu que les trois gènes de la levure sont issus d'un ancêtre commun. Les TRX sont 
associées à l'une des deux thiorédoxines réductases, mettant en évidence deux systèmes 
distincts, celui du cytoplasme et celui de la mitochondrie (Pedrajas et al., 1999). Rapidement, 
d'autres fonctions des TRX chez la levure ont été révélées. Ainsi, ces enzymes ne sont pas 
uniquement des donneurs de protons aux nucléotides réductases, elles participent aussi à 
d'autres réactions d'oxydoréduction (Wagner et al., 1978). En plus d'être des réducteurs 
spécifiques pour les précurseurs de synthèse d'ADN (ribonucléotides), les TRX sont 
impliquées dans la réduction de la méthionine sulfoxide ou du sulfate (Porqué et al., 1970b). 
Plusieurs études plus approfondies chez la levure (dont Saccharomyces cerevisiae), ont permis 
de mettre en évidence un lien entre le stress oxydatif et les TRX. C'est la TRX1 qui serait 
majoritairement impliquée dans la régulation de la méthionine sulfoxide réductase pour des 
conditions normales de croissance, mais lors d'un stress oxydatif, les deux TRX cytosoliques 
interviennent (Hanbauer et Moskovitz, 2006). Globalement, c'est la TRX2 cytoplasmique qui 
est la plus impliquée dans les réponses au stress oxydatif (Kuge et Jones, 1994). 
 
Suite à une induction de production de ROS principalement au niveau des mitochondries, on 
observe chez la levure une induction rapide de l'expression de gènes de réponse au stress 
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oxydatif. En fait, la réponse au H2O2 dans la levure implique un très grand nombre de gènes. Il 
y aurait plus d'une centaine de protéines stimulées par le traitement, dont des protéines de 
défenses anti-oxydantes (dont TRX2), des protéines chaperonnes, des protéases, et beaucoup 
liées à divers voies métaboliques dont le cycle des pentoses phosphates et la glycolyse (Godon 
et al., 1998). À l'opposé, une cinquantaine de gènes seraient réprimés, codant essentiellement 
pour des protéines impliquées dans la traduction des molécules et les voies métaboliques du 
sulfure, des acides aminés et de la synthèse de la purine (Godon et al., 1998). L'un des facteurs 
de transcription qui régule l'expression de ces gènes est Yap1, pour "Yeast activator protein 1" 
(Fernandes et al., 1997, Drobna et al., 2012), un facteur important qui favorise la résistance de 
la levure au stress oxydatif. En bref, Yap1 est normalement localisée au niveau du cytoplasme. 
Cette protéine contient un domaine de liaison à l'ADN de type bZIP, avec une partie riche en 
leucine qui permet sa dimérisation (Fernandes et al., 1997). Suite à un stress oxydatif, l'activité 
de ce facteur de transcription est fortement augmentée pour permettre l'activation des gènes de 
réponse (Okazaki et al., 2007). La formation de multiples ponts disulfure dans la protéine 
Yap1 est requise pour son transport au noyau (Kuge et al., 2001) et passe Yap1 passe donc de 
la forme oxydée à la forme réduite grâce aux TRX (Carmel-Harel et al., 2001, Okazaki et al., 
2007). Par ailleurs, le gène de la TRX 2 fait lui-même partie des nombreux gènes qui sont 
activés par Yap1 (Kuge et Jones, 1994, Izawa et al., 1999). Mais Yap1p n'est pas l'unique 
facteur de transcription à être impliqué dans la réponse au stress oxydatif. Skn7 est aussi 
associé à ce type de réponse et forme un complexe avec Yap1p (Mulford et Fassler, 2011, 
Gómez-Pastor et al., 2013). Ces deux facteurs de transcription sont les principaux impliqués 
dans les réponses de stress oxydatif chez la levure, et ainsi permettent l'activation ou la 
répression de certaines voies métaboliques. 
 
Les TRX sont également impliquées dans d'autres processus cellulaires. Par exemple, lorsque 
les deux TRX cytoplasmiques ne sont plus exprimées chez des mutants, le cycle cellulaire est 
affecté. La phase S de réplication de l'ADN est allongée, sans que la synthèse des 




Enfin, le système des TRX est également présent au niveau des mitochondries et regroupe la 
TRX3 avec la thiorédoxine réductase 2, ou TRR2 (Pedrajas et al., 1999). Le statut rédox de la 
TRX3 n'est pas affecté par la perte de la TRR2, mais davantage par le système des 
glutarédoxines (Trotter et Grant, 2005). La TRX3 est aussi impliquée dans la réponse au stress 
oxydatif. Comme pour la TRX2 chez les animaux (cf. partie I.4.7.4.), la TRX3 des levures est 
essentielle pour la croissance de l'organisme en conditions normales et de stress oxydatif 
(Pedrajas et al., 1999, Trotter et Grant, 2005). L'oxydation de la TRX3 induit la MCP via la 
métacaspase Yca1, par un mécanisme qui reste à être précisé. Ainsi, chez les doubles mutants 
glr1 trr2, on observe une forte diminution du taux de cellules mortes (Greetham et al., 2013). 
Par ailleurs, dans les conditions de stress, l'oxydation de la TRX3 par PRX1 n'assure pas la 
détoxification des ROS mitochondriales, et ainsi induit la MCP des cellules affectées 
(Greetham et al., 2013). 
 
En résumé, les thiorédoxines chez la levure ont un rôle prédominant dans la régulation du 
statut rédox de différentes enzymes qui vont promouvoir ou non la MCP suite à un stress 
oxydatif. Les TRX2 et TRX3 sont les deux enzymes les plus impliquées dans ce type de stress. 
 
Le système des thiorédoxines est approfondi sur un autre type cellulaire, celui des cellules 
animales.  
 
I.4.7.4. Les thiorédoxines animales 
 
Les premières thiorédoxines animales ont été isolées à partir de cellules du foie de rat (Larson 
et Larsson, 1972), qui présentent deux isoformes. Comme précédemment, les premières 
analyses portaient sur la capacité de l'enzyme à fournir des protons pour convertir les 
ribonucléotides en désoxyribonucléotides. La fonction de cette première TRX est identique à 
celle d'E. coli, par contre, elle présente quelques caractéristiques qui lui sont propres, comme 
avoir trois fois plus de cystéines (Herrmann et Moore, 1973). De même, la thiorédoxine 
extraite du foie de veau présente deux fois plus de cystéines (Engström et al., 1974), que celle 
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de la levure (Porqué et al., 1970a) ou de E. coli (Holmgren, 1968). Ces cystéines 
supplémentaires rendent la purification de la protéine nettement plus difficile que pour celle 
d'E. coli (Herrmann et Moore, 1973, Engström et al., 1974, Holmgren et Luthman, 1978) 
 
Par la suite, les découvertes vont complexifier le système. La localisation subcellulaire de 
cette protéine indique que la protéine est présente aussi bien au niveau du noyau, que des 
mitochondries, des microsomes, des membranes et du cytosol (Holmgren et Luthman, 1978). 
Même si la thiorédoxine semble être très bien conservée chez différentes espèces, la 
thiorédoxine réductase du foie de rat interagit avec un plus large éventail de substrats que celle 
de la bactérie E. coli (Luthman et Holmgren, 1982). 
 
Pour les thiorédoxines de l'homme, deux gènes ont été mis en évidence : l'un codant pour la 
Trx1 localisée dans le cytosol ou l'espace extra-cellulaire, et le second codant pour la Trx2 
localisée à la mitochondrie (Holmgren et Lu, 2010). Le système des thiorédoxines peut activer 
différentes enxymes cibles et est donc impliqué dans un très grand nombre de processus 
(Figure 7).  
 
 Figure 7. Le système des thiorédoxines de mammifères a un rôle central 
grand nombre de maladie
Légende : Trx, thiorédoxine; TrxR, thiorédoxine réductase; RNR, 





derived cone viability factor)".
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Sans entrer dans tous les détails, la Trx1 réduit la RNR (ribonucléotide réductase), enzyme 
essentielle pour la synthèse de l'ADN, puisqu'elle régule l'étape limitante de la synthèse de 
désoxyribonucléotides durant la phase S (Koc et al., 2006). Le système joue aussi un rôle 
comme donneur d'électron pour des enzymes thiol-dépendantes comme les MSR (méthionine 
sulfoxide réductase) et autres peroxydases. Les résidus méthionine sulfoxide des protéines 
sont réparés ou protégés par les MSR contre le stress oxydatif en transformant ce résidu en 
méthionine (Lee et al., 2009). Par contre, les Prx (peroxyrédoxines) transforment le peroxyde 
d'hydrogène en eau, et par la même occasion, maintiennent l'activité des thiorédoxines et la 
viabilité des cellules sous stress oxydatif. Lorsque la Prx est hyper oxydée, cela a pour 
conséquence d'inactiver la Trx qui ne peut réduire les protéines cibles, et rend la cellule 
sensible, voire provoque la MCP (Day et al., 2012). Par ailleurs, le sytème des glutarédoxines 
peut intervenir pour moduler l'activité de la Trx1 (Du et al., 2013). L'ensemble de ces 
systèmes reste lier les uns aux autres. 
 
Les Trx et les TrxR opèrent aussi au niveau de la signalisation rédox, en contrôlant l'activité 
d'un grand nombre de facteurs de transcription comme NF-κB (Matthews et al., 1992), p53 
(Ravi et al., 2005), Ref-1, HIFα, AP-1 (Hirota et al., 1997), de supresseur de tumeur tel que 
PTEN (Song et al., 2007) et des récepteurs au glucocorticoïdes, etc. Les thiorédoxines ont 
aussi pour cible ASK1 et l'inactivent en se liant à la molécule, jusqu'à induire son 
ubiquitinylation et sa dégradation (Saitoh et al., 1998, Liu et Min, 2002). Sans entrer dans les 
détails, les thiorédoxines ont bien un effet sur un grand nombre de maladies chez l'homme : 
aussi bien le cancer, le diabète (Hotta et al., 1998), les maladies cardiovasculaires que la 
réponse aux infections virales (Figure 7). 
 
Puisque les thiorédoxines ont un rôle central dans l'ensemble des réponses de stress, mais aussi 
lors d'infections, il est envisagé par certains qu'elles puissent être les futures molécules de 
traitement de demain. Notamment, la Trx 1 qui est une protéine de défense, a des propriétés 
anti-oxydatives, anti-apoptotiques et anti-inflammatoires (Watanabe et al., 2010). Il semblerait 
que l'expression de la Trx 1 est modifiée pour de nombreuses pathologies, et serait donc un 
bon marqueur de détection (Sumida et al., 2000, Sumida et al., 2003, etc). De plus, dans 
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certains cas, l'expression de la Trx 1 est aussi augmentée lors de développement de résistances 
aux traitements (Kim et al., 2005). Étant donné le très grand nombre d'interactions que les 
thiorédoxines ont avec les autres enzymes de la cellule, ces protéines deviennent des cibles 
pour des thérapies (Watanabe et al., 2010). Plus particulièrement, les thiorédoxines seraient 
utiles dans les cas d'inflammation et de stress oxydatif (Watanabe et al., 2010). Des auteurs 
pensent à un nouveau moyen de traitement, ainsi que d'administration des molécules actives 
aux organismes, juste par ingestion de plantes productrices des thiorédoxines humaines 
recombinées (Lim et al., 2011). 
 
Les plantes ont elles aussi leur propre système de thiorédoxines, qui est moins connu que celui 
des mammifères. 
 
I.4.7.5. Les thiorédoxines végétales 
 
I.4.7.5.1. Les différents types de thiorédoxines et généralités 
 
La première TRX identifiée chez un organisme photosynthétique a été mise en évidence chez 
l'algue verte, Scenedesmus obliquus. Elle réalise la même fonction que celle d'E. coli : la 
réduction des désoxyribonucléotides (Wagner et Follman, 1977). Ensuite, les premières 
fonctions liées aux réactions photosynthétiques chez les épinards ont été avancées par 
Wolosiuk et Buchanan (1977 et 1978). 
 
Comme vu précédemment, la famille des thiorédoxines compte peu de représentants chez les 
mammifères alors qu'on en retrouve plusieurs chez les plantes. Pour la plante modèle 
Arabidopsis, les six groupes majeurs de thiorédoxines sont représentés : TRX f (De Dios 
Barajas-López et al., 2007), TRX m (De Dios Barajas-López et al., 2007), TRX h (Reichheld 
et al., 2002), TRX x (Collin et al., 2003), TRX o (Bréhélin et al., 2004) et TRX y (Marchand 
et al., 2010). Avec les protéines dites TRX-like, qui ont des similarités importantes avec les 
 thiorédoxines, cette famille compte actuellement environ une quarantaine de gènes. Ces TRX 
sont regroupées selon leur localisation subcellulaire et leur similarité de 
 
Figure 8. Localisation subcellulaire des 
plantes (adaptée de Vieira Dos Santos 
 
Les TRX h sont surtout localisées
localisées au noyau ou aux mitochondries (Reichheld 
et al., 2009). Les deux TRX o sont principalement localisées aux mitochondries, mais comme 
pour le type h, elles sont aussi actives dans le noyau et le 
Ces deux groupes ont une origine eucaryote, tout comme le type f retrouvé au chlor
(Dangoor et al., 2009). Enfin, les autres thiorédoxines chloroplastiques regrou
type f, les types m, x, y et z, qui elles ont une origine procaryote (Dangoor 
et al., 2010).  
 
Les thiorédoxines interagissent, com
molécules, dont les thiorédoxines réductases. Ces dernières vont elles
niveau de leur centre réactionnel, une molécule de NADPH ou de Fd. Généralement, les TRX 
végétales cytoplasmiques et mi
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les thiorédoxines réductases NADPH-dépendantes (Bréhélin et al., 2004). Cependant, 
certaines des TRX chloroplastiques sont associées à la chaine photosynthétique et notamment 
à la Fd (Dai et al., 2004). Il s'agit des TRX f et m qui peuvent être aussi bien réduites par les 
NTR que les FTR ("Ferredoxin-thioredoxin reductase": Figure 9).  
 
 
Figure 9. Les différents types de réduction des thiorédoxines chloroplastiques chez 
les plantes (tirée de Gelhaye et al., 2005).  
 
Au cours de la photosynthèse, la stimulation lumineuse des chloroplastes active la chaine de 
transfert des électrons au niveau des photosystèmes II et I. L'électron excité du photosystème I 
(PSI) réduit la Fd. Cette dernière est alors réduite par la FTR, qui elle-même va réduire les 
TRX f et m (Dai et al., 2004). Par la suite, ces dernières vont à leur tour réduire les enzymes 
cibles qui seront ainsi réactivées dans la cellule. Par contre, très peu d'études ont démontré une 
activation de ces protéines par d'autres protéines. Néanmoins, Yoo et al. (en 2011) ont mis en 
évidence une famille de protéines ayant cette capacité. Les protéines "cystathionine β-synthase 
domain–containing" (ou CBSX) sont des régulateurs rédox, qui régulent donc les TRX avec le 
système Fd-TRX ou NADPH-TRX, pour moduler le développement de la plante et maintenir 




Ainsi, dans le règne végétal, la famille des thiorédoxines est nettement mieux représentée que 
chez les animaux. Quelques éléments sont connus pour certaines sur leur implication à 
diverses réponses.  
 
I.4.7.5.2. Les thiorédoxines cytoplasmiques et mitochondriales 
 
Deux groupes de TRX ne sont pas localisés aux plastes : le type h et le type o. 
 
Tout d'abord, les TRX h sont principalement localisées dans le cytosol de la cellule. Le type h 
est un groupe hétérogène, subdivisé en trois sous-groupes basé sur un alignement des 
séquences protéiques. Le sous-groupe 1h comprend les protéines h1, h3, h4 et h5, et est le plus 
étudié. Le sous-groupe 2h comprend les TRX h2, h7 et h8, qui possèdent une extension N-ter 
(Traverso et al., 2013). Enfin, les TRX h9 et h10 se retrouvent dans le dernier sous-groupe, le 
3h, qui mélange les thiorédoxines atypiques ou qui ont un site catalytique particulier, WCGPC 
(Meyer et al., 2002). Malgré une bonne représentation de cette famille, ces protéines ont une 
spécificité de réponse, notamment en réponse à des agents pathogènes (Reichheld et al., 2002, 
Gelhaye et al., 2004a et 2004b, Meng et al., 2009).  
 
Les fonctions connues pour le type h concernent surtout la réponse aux agents pathogènes. 
Principalement impliquée dans les réponses induites par les agents pathogènes, la TRX h5 est 
l'enzyme dont le rôle a le plus été étudié (Reichheld et al., 2002, Laloi et al., 2004, Lorang et 
al., 2007, Tada et al., 2008). Suite à une infection par la bactérie Pseudomonas syringae (Laloi 
et al., 2004) ou le champignon Cochliobolus victoriae (Lorang et al., 2007), l'expression de la 
TRX h5 est induite ou la protéine est activée pour permettre la mise en place de la RH par la 
plante. La TRX h3, faisant partie de ce même groupe, a aussi une fonction de protéine 
chaperonne (Park et al., 2009). Enfin, la TRX h1 est connue pour avoir  la "cytosolic malate 
dehydrogenase" (cytMDH) comme cible. La cytMDH catalyse la réaction de l'oxaloacétate en 
malate en utilisant le NADP+/NADPH chez les plantes. En présence de la TRX h1, la cytMDH 
oxydée et inactive est réduite en supprimant le lien covalent entre deux dimères de la molécule 
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(Hara et al., 2006). La TRX h1 restaure aussi l'activité de AtCPK21, qui est une protéine 
kinase dépendante du calcium, lorsque celle-ci est oxydée par du H2O2. Il y a donc un lien 
entre la régulation rédox de la cellule et la signalisation calcique (Ueoka-Nakanishi et al., 
2013). 
 
La TRX h9 d'Arabidopsis aurait une fonction différente. Elle serait impliquée dans la 
communication entre cellules. C'est au niveau de la partie N-ter de la protéine que se trouve la 
séquence d'adressage à la membrane plasmique et à la mobilité intercellulaire de la protéine, 
caractéristique des sous-groupes 2h et 3h (Traverso et al., 2013). Les mutants d'insertion 
d'ADN-T ont montré le rôle de la TRX h9 dans la croissance et le développement de la plante 
(Meng et al., 2009). Les acides aminés présents de la partie N-ter sont modifiés par une 
réaction de "N-myristoylation" et "S-palmitoylation". Les TRX du sous-groupe 2h doivent être 
modifiées par une N-myristoylation pour être dirigées vers les membranes du RE et de 
l'appareil de Golgi. Au contraire, pour celles du sous-groupe 3h, les protéines doivent avoir 
une double acylation pour être localisées à la membrane plasmique (Traverso et al., 2013). 
 
L'ensemble des recherches ne portent pas uniquement sur la plante modèle Arabidopsis. Chez 
l'algue verte, Chlamydomonas reinhardtii, il y a deux thiorédoxines de type h exprimées dans 
le cytoplasme de la cellule, ayant chacune des fonctions bien distinctes (Sarkar et al., 2005). 
Cet organisme unicellulaire est étudié pour comprendre les mécanismes de dommages et de 
réparation de l'ADN suite à un stress oxydatif. Pour le blé, les TRX h ont plusieurs cibles 
potentielles, dont certaines connues, comme la "aldolase" ou la "NAD-malate dehydrogenase" 
(Wong et al., 2003). De plus, les TRX h exprimées dans l'endosperme de la graine chez le blé 
régulent des enzymes associées à différentes fonctions, telles que la dégradation d'amidon, le 
stockage des protéines et le stress oxydatif. Ainsi, les TRX h du blé contrôlent la disponibilité 
de l'amidon, ce qui a pour conséquence d'avoir un rôle aussi bien dans les réponses de stress 
que dans la germination de la graine (Wong et al., 2003). Chez le pois, les TRX h3 (proche de 
h1 d'Arabidopsis) et TRX h4 (correspondant à la h2 chez Arabidopsis) sont aussi exprimées 
dans la graine, mais leur implication est différente (Montrichard et al., 2003). La TRX h4 a un 
lien très fort avec le processus de germination puisqu'elle est essentiellement exprimée au 
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niveau des axes embryonnaires, alors que la TRX h3 est aussi active dans les cotylédons. 
D'autres études sur le riz, Oryza sativa (Xie et al., 2009, Zhang et al., 2011), chez le grain de 
raisin Vitis vinifera (Haddad et Japelaghi, 2014) et chez le poivron (Yi et al., 2007) montrent 
également des rôles dans les réponses aux stress biotiques ou abiotiques. 
 
Les deux thiorédoxines du groupe o ont été d'abord localisées aux mitochondries, mais il 
semblerait que la TRX o2 serait plutôt dans le cytoplasme, puisqu'aucune bande n'est détectée 
sur les immunobuvardages effectués sur des extraits protéiques mitochondriaux (Laloi et al., 
2001). Ces thiorédoxines interagissent avec la NTR et le NADPH pour être réduites. Deux 
gènes codent pour les TRX de types o, et deux gènes codent pour la NTR chez la plante 
modèle (Reichheld et al., 2005). La particularité des NTR, c'est qu'elles possèdent deux 
formes  actives : l'une constituée d'une pré-séquence putative qui lui permet l'importation de 
protéines dans la mitochondrie, et une autre, plus petite qui la localise au cytoplasme. C'est la 
NTRA qui réduit de manière efficace la TRX o1 (Laloi et al., 2001).  
 
Par une analyse protéomique des TRX mitochondriales réalisée sur différents matériaux, 
(feuilles de pois et d'épinards, tubercules de pomme de terre) beaucoup de protéines cibles ont 
été identifiées (Balmer et al., 2003). Elles sont associées à de nombreux processus cellulaires, 
tels que la synthèse de molécules d'énergie, à diverses voies métaboliques, à la synthèse 
protéique et à des réponses aux stress environnementaux. Enfin, une communication entre les 
TRX mitochondriales et chloroplastiques (décrites ci-après) s'effectuerait par des métabolites, 
tels que le dihydroxyacétone phosphate, le malate et le glycolate. De ce fait, la perception de 
la lumière par les chloroplastes a un effet sur l'activité des TRX des deux organites et la 
réponse de la mitochondrie (Balmer et al., 2003).  
 
Ce groupe de TRX est aussi présent chez d'autres organismes végétaux comme chez le 
peuplier (Gelhaye et al., 2004b), ou chez Pisum sativum localisée à la mitochondrie 




Ces deux premiers types de thiorédoxines ont un large spectre d'action dans la cellule. Même 
si le type h semble bien étudié, le type o reste peu connu. À ces deux premiers groupes, nous 
devons ajouter toutes celles présentes au niveau des plastes qui remplissent elles aussi 
différentes fonctions très importantes pour le métabolisme cellulaire. 
 
I.4.7.5.3. Les thiorédoxines plastidiques 
 
I.4.7.5.3.1. Vue d'ensemble des fonctions des thiorédoxines plastidiques 
 
Les thiorédoxines plastidiques sont plus nombreuses que les thiorédoxines des groupes 
précédents. Elles sont classées en cinq types : f, m, x, y et z. Pourtant, ces dernières ont des 
spécificités qui leur sont propres. D'un côté, nous trouvons les TRX chloroplastiques de type 
m, f, x et y. Ces dernières sont réduites par les thiorédoxines réductases dépendantes des 
ferrédoxines, ou FTR, comme décrit dans la partie I.4.7.5.1. (Dangoor et al., 2009). Quant à 
elle, la TRX z ne réagit ni avec la FTR, ni avec une NTR bien spécifique, mais son activité est 
régulée par les autres TRX plastidiques (Bohrer et al., 2012). Par ailleurs, une nouvelle NTR a 
d'abord été découverte chez le riz puis retrouvée chez Arabidopsis, nommée NTRC (Serrato et 
al., 2004). Cette dernière, localisée au chloroplaste, possède, en plus du domaine thiorédoxine, 
une extension C-ter. Cette enzyme ne ferait pas partie du système des TRX, mais elle possède 
aussi bien les activités de TRX et que de NTR. L'ensemble de ces éléments supposent une 
implication de la NTRC dans la protection des plantes contre divers stress oxydatifs (Serrato et 
al., 2004). La NTRC utilise le NADPH pour réduire la "2-Cys peroxiredoxin BAS1", qui va 
ainsi réduire le H2O2, et constitue donc une alternative de protection des chloroplastes contre le 
stress oxydatif (Pérez-Ruiz et al., 2006). Enfin, la NTRC est aussi impliquée dans la synthèse 
de l'amidon en activant l'ADP-glucose pyrophosphorylase ou AGPase (Michalska et al., 
2009).  Globalement, les thiorédoxines sont impliquées dans pratiquement toutes les fonctions 
des chloroplastes qui sont présentées dans la Figure 10, et développées dans les paragraphes 
suivants. 
 
 Figure 10. Les différents processus du chloroplaste contrôlés par les thiorédoxines 
(adaptée de 
thylakoïde; IEM, membrane de l'enveloppe intérieure; HCF164
like localisée à la membrane du thylakoïde; C
ACHT1, "atypical Cys His
photochemical quenching"; CcdA, transporteur thiol disulfure qui transmet un 
signal rédox mais ne possède pas de motif Trx.
 
Globalement, les protéines actives dans les chloroplastes ont une régulation circadienne. Dans 
des conditions lumineuses,
NADPH. En parallèle, il y a production de ROS qui ont un effet sur l'activité de ces thiols 
(Nikkanen et Rintamäki, 2014).
complexe. Il sera développé dans les parties suivantes.
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 le système des TRX est activé par l'oxydation de la Fd et du 








I.4.7.5.3.2. Le type z : une thiorédoxine à part, essentielle dans la transcription 
plastidique 
 
La dernière TRX plastidique découverte fut la TRX z. Elle possède comme pour ses 
homologues une extension N-ter correspondant au peptide signal d'adressage au chloroplaste 
(Arsova et al., 2010). Chez Solanum lycopersicum, un gène orthologue à Arabidopsis, nommé 
CITRX pour "Cf-9-interacting thioredoxin", a été étudié et code pour une protéine qui interagit 
avec la protéine de résistance Cf-9 au niveau de la partie C-ter de la protéine. Ainsi, CITRX 
agit comme un régulateur négatif de la mort cellulaire et des réponses de défense par le biais 
de Cf-9 chez la tomate (Rivas et al., 2004). Un mutant knockout pour la TRX z chez 
Arabidopsis présente un phénotype de plantes albinos et le développement de ses chloroplastes 
est inhibé (Arsova et al., 2010). Cette protéine aurait un rôle avec les deux protéines FLN 
("fructokinase-like proteins") dans la régulation de la transcription dépendante de la PEP 
("plastid-encoded RNA polymerase") dans les chloroplastes. Cette fonction de TRX z a été 
déterminée chez Arabidopsis et chez Nicotiana benthamiana et est essentielle pour le 
développement des chloroplastes (Arsova et al., 2010). En effet, la TRX z serait l'une des 
sous-unité d'un complexe comprenant la PEP, puisque chez les mutants trx z, les plantes sont 
affectées dans l'expression du génome du chloroplaste (Schröter et al., 2010). La TRX z n'a 
pas un rôle unique dans la régulation de la transcription des gènes du chloroplaste, mais chez 
le peuplier, cette enzyme pourrait être impliquée dans les réponses de stress en régulant 
l'activité des plusieurs antioxydants comme les Prx (Chibani et al., 2011). De plus, puisque 
cette protéine est réduite in vitro par les autres thiorédoxines chloroplastiques, la TRX z 
présente des caractéristiques vraiment particulières (Bohrer et al., 2012). Le complexe PEP 
peut être régulé par la protéine AtECB1, pour "early chloroplast biogenesis 1", qui a une 
activité thiorédoxine et interagit notamment avec la TRX z (Yu et al., 2013). Pour que le 
complexe avec la PEP et la TRX z soit complet, il faut aussi compter sur la FLN1, ou 





I.4.7.5.3.3. Les types x et y : contrôle rédox du plaste et protection contre l'oxydation des 
molécules 
 
Le type y, peu étudié jusqu'à présent, est constitué de deux isoformes y1 et y2, qui semblent 
avoir des fonctions complémentaires. La TRX y2 est surtout exprimée au niveau des feuilles et 
est induite par la lumière. Par contre, la TRX y1 est exprimée dans les organes non-
photosynthétiques de la plante, durant l’accumulation des lipides dans les graines (Collin et 
al., 2004). Ces thiorédoxines ne sont pas de bons activateurs pour les enzymes régulées par la 
lumière comme la fructose-1,6-bisphosphatase, mais elles le seraient pour les peroxyrédoxines 
Q (Collin et al., 2004). Plus précisément, la TRX y1 est un régulateur physiologique de la 
monodéhydroascorbate réductase, ou MDHAR, dans les plastes des racines (Marchand et al., 
2010). La MDHAR catalyse la réaction de réduction du radical monodéhydroascorbate en 
ascorbate, mais participe aussi à la détoxification des ROS. D'un autre côté, la TRX y2 joue un 
rôle de donneur d'électrons aux MSR dans les organes photosynthétiques (Laugier et al., 
2013). Les MSR réduisent deux molécules, Met-S-O et Met-R-O, qui sont des méthionines 
oxydées dans les protéines. Cette réduction est essentielle pour la résistance au stress des 
cellules.  
 
Tout comme la TRX z, la TRX x est codée par un seul gène dans le génome d’Arabidopsis, et 
serait impliquée, avec les TRX y, dans la protection des organites cellulaires contre les 
dommages de l’oxydation. La TRX x est l'enzyme la plus efficace pour réduire la 
peroxyrédoxine (Collin et al., 2003). Chez la cyanobactérie Synechocystis sp. PCC 6803, la 
protéine orthologue de TRX y, TRX Q, n'est pas contrôlé par le flux d'électrons de la chaine 
photosynthétique qui est régulé par le système des thiorédoxines. Par contre, la TRX B (ou la 
protéine orthologue de TRX x) a pour cible les protéines ribosomales (Pérez-Pérez et al., 
2009). Chez les plantes, comme nous l'avons vu précédemment, la NTRC réduit aussi une 
peroxyrédoxine, Prx (Pérez-Ruiz et al., 2006). Cette réduction est principalement faite par la 
NTRC, mais d'autres thiorédoxines, comme la TRX x, effectuent cette réaction (Pulido et al., 
2010). En fait, la NTRC et la TRX x peuvent interagir l'une comme l'autre avec la Prx, qui est 
donc réduite par deux systèmes parallèles et complémentaires (Bernal-Bayard et al., 2014). 
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Cependant, la NTRC a une plus grande affinité pour cette molécule, c'est donc elle qui 
contrôle le statut rédox de la Prx (Pulido et al., 2010). 
 
I.4.7.5.3.4. Les types m et f : régulation du cycle de Calvin et de la photosynthèse 
 
Les deux derniers sous-groupes sont les TRX m et TRX f, représentées par quatre et deux 
gènes respectivement chez Arabidopsis. En plus d'être présentes dans les tissus 
photosynthétiques, ces TRX ont été détectées ensemble chez le pois dans des tissus non-
photosynthétiques au niveau des racines et des fleurs, suggérant un rôle dans les divisions 
cellulaires, la germination et la reproduction de la plante (De Dios Barajas-López et al., 2007). 
 
Très souvent, ces deux types de TRX sont étudiés en même temps, et semblent avoir quelques 
fonctions communes. En effet, la TRX m, chez Pisum sativum, peut compenser la perte de la 
TRX f. Ces deux protéines sont également les régulateurs principaux de la Mg chélatase, une 
enzyme impliquée dans la synthèse de la chlorophylle (Luo et al., 2012). Les plantes issues 
d'expériences de silencing de ces deux gènes montrent un phénotype particulier. En plus 
d'avoir une réduction d'activité de la Mg chélatase, on observe une diminution de la capacité 
photosynthétique accompagnée d'une réduction du contenu en pigments (Luo et al., 2012). Un 
lien a également été fait avec les brassinostéroïdes. Ces hormones végétales améliorent la 
tolérance à divers stress, tout en contrôlant l'assimilation du CO2 et l'homéostasie de la cellule. 
Dernièrement, chez la tomate, on a montré que l'homéostasie du chloroplaste et l'assimilation 
du CO2 sont régulées par les brassinostéroïdes et dépendent des TRX f et TRX m1/4 (Cheng et 
al., 2014). 
 
Les TRX seraient aussi impliquées dans l'importation des protéines dans le chloroplaste, dont 
les meilleurs candidats, sans distinctions particulières, seraient les TRX f et TRX m (Bartsch 
et al., 2008). Ces TRX sont localisées au niveau de la membrane interne du chloroplaste et 
régulent les sous-unités Tic110 (pour "translocon at the inner envelope membrane of 




De plus, les TRX plastidiques ont aussi été impliquées dans la régulation du stress oxydatif. 
Par la transformation avec PsTrx m et PsTrx f d'une souche de levure chez qui les gènes de 
thiorédoxines ont été supprimés, l’hypothèse d’une implication des PsTrx m dans le 
mécanisme de détoxification des ROS a été émise (Traverso et al., 2008). Plusieurs autres 
études portent sur ces deux types chez le pois et Arabidopsis, où une oscillation circadienne 
sur un cycle nuit/jour de l’expression de ces gènes a été observée, qui serait régulée par le 
facteur de transcription CCA1 (De Dios Barajas-López et al., 2011). Chez le pois, le facteur 
de transcription PsDOF7, qui est induit par le glucose, peut se lier aux promoteurs des gènes 
de PsTrx f et PsTrx m1. De ce fait, le taux de protéines de ces deux TRX est sous le contrôle à 
court terme du taux de sucre et du statut rédox dans la plante (De Dios Barajas-López et al., 
2012). La même année, suite aux résultats obtenus par Fernández-Trijueque et al. (2012), cette 
équipe a montré un rôle des PsTRX f et m1 dans la mobilisation des réserves dans les 
cotylédons des plantules (Fernández-Trijueque et al., 2012).  
  
Malgré des fonctions communes, ces enzymes ont des particularité qui leur sont propres (Rey 
et al., 2013). Durant la photosynthèse, la régulation d’enzymes dépendantes de la lumière se 
fait d’ailleurs par le biais de thiorédoxines spécifiques (Wolosiuk et al., 1979). Seules, les 
TRX m1, TRX m2 et TRX m4 sont primordiales pour la biogenèse du PSII (photosystème II) 
et empêchent l'accumulation d'oligomère CP47 oxydés, ce qui permet un assemblage correct 
de CP47 dans la PSII (Wang et al., 2013). Très récemment, la TRX m4 a été montrée comme 
ayant un rôle important dans la régulation du transfert d'électrons autour de PSI qui permet la 
préservation de l'équilibre ATP/NADPH dans l'organite (Courteille et al., 2013). En 
surexprimant le type m dans le tabac, les plantes sont altérées dans leur croissance et leur 
contenu en chlorophylle est fortement diminué. Ces mêmes surexpresseurs suite à un stress 
oxydatif, sont nettement plus résistants que les plantes sauvages ou les surexpresseurs de TRX 
f (Rey et al., 2013). De plus, chez le pois, il a été montré que la PsTRX m2 dans les racines 
aurait des fonctions physiologiques bien précises, alors que la PsTRX m1 serait importante 
pour les réponses au stress salin durant la germination (Fernández-Trijueque et al., 2012). 
Enfin, la TRX m3, a été quant à elle impliquée dans la régulation du dépôt de callose et la 
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perméabilité symplastique, tous deux essentiels pour le maintien du méristème chez 
Arabidopsis (Benitez-Alfonso et al., 2009). 
 
Ainsi, le type m est impliqué dans toutes les activités en lien avec la photosynthèse, les 
mécanismes de l'homéostasie et des antioxydants dans le chloroplaste (Rey et al., 2013). 
 
Les TRX de type f ont elles aussi des fonctions particulières. Chez la plante modèle 
Arabidopsis thaliana, tout comme chez l'Eucalyptus (Barbosa et Marinho, 2005), deux gènes 
codent pour une TRX de type f, soit TRX f1 et TRX f2, mais la majortié des espèces étudiées 
jusqu'à maintenant n'ont qu'une seule TRX de type f. La plupart des études ont d'ailleurs été 
réalisées sur le type f1 chez la plante modèle. L'une des premières études menées sur ce 
groupe portait sur le site actif et la partie N-ter, qui sert d’ancrage de la protéine à la 
membrane chloroplastique. En effet, les protéines deviennent solubles et stables lorsque la 
partie N-ter est tronquée. En leur absence, il n’y a plus la formation de dimère, et donc perte 
de la fonction de l’enzyme (Del Val et al., 1999). 
 
Les TRX de type f ont également une activité dépendante de la lumière et sont impliquées 
dans la régulation d’enzymes du cycle de Calvin (Marri et al., 2009). Plus précisément, la 
TRX f1 activerait deux enzymes du cycle de Calvin : la GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate 
déshydrogénase) et la PRK (phosphoribulokinase) (Marri et al., 2009, Née et al., 2009). 
Dernièrement, plusieurs surexpresseurs de la TRX f ont été étudiés. Chez le tabac, la 
surexpression de la TRX f n'augmente pas la résistance au méthyl viologen ou à de fortes 
intensités lumineuses combinées à de basses températures (Rey et al., 2013). Par contre, ces 
plantes qui surexpriment la TRX f montrent une accumulation d'amidon au niveau des feuilles, 
accompagnée entre autres d'une augmentation de la teneur en sucres. Ceci suggère que la TRX 
f a un rôle dans la synthèse des sucres. Ces plantes sont d'autant plus intéressantes pour 
l'industrie, puisqu'une augmentation de la libération de ces sucres est notée (Sanz-Barrio et al., 
2013). L'implication des thiorédoxines dans les différentes voies métaboliques comme celle du 
cycle de Calvin-Besson/pentose phosphates et la synthèse/dégradation de l'amidon est abordée 




Le système des thiorédoxines chez les végétaux reste complexe. Il est fort probable que 
certaines fonctions exécutées par des thiorédoxines de la même sous-famille (donc localisées 
au niveau d’un même organite cellulaire) soient redondantes. Néanmoins, chaque type de 
thiorédoxines semble tout de même avoir des fonctions bien spécifiques. 
 
Les thiorédoxines régulent l'activité de nombreuses enzymes en modifiant leur statut rédox et 
en permettant la formation des ponts disulfures (Michalska et al., 2009). En particulier, 
certaines des enzymes cibles des thiorédoxines de type f participent au cycle de Calvin-Besson 
ou à la synthèse d'amidon, tel que décrit dans les sections suivantes. 
 
I.4.7.5.3.5. Régulation de l'activité protéique par les thiorédoxines chloroplastiques 
 
I.4.7.5.3.5.1. Cycle de Calvin-Benson et voie oxydative des pentose-phosphates 
 
Grâce à la photosynthèse, des molécules de CO2 sont assimilées par les plantes au cours de 
différentes étapes de fixation du carbone. Une première série de réactions permet de convertir 
l'énergie lumineuse en énergie chimique sous la forme d'ATP et de NADPH. Ensuite, une 
autre série de réactions utilise l'ATP et le NADPH produit lors de la phase lumineuse et 
convertit des composés organiques en incorporant le CO2 (Figure 11). Les sucres sont 
primordiaux pour la croissance et le développement des végétaux. D'un côté, il y a la 
production de sucres, dont le glucose, par le cycle de Calvin-Benson. L'enzyme clé pour cette 
synthèse est la RubisCo, pour Ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase/oxygénase. D'un autre 
côté, il y a la voie oxydative des pentose-phosphates (ou OPPP, "oxidative pentose phosphate 
pathway") qui comporte plusieurs rôles majeurs (Figure 12). Celle-ci permet à la cellule de 
produire du NADPH qui sera utilisé pour la biosynthèse d'un grand nombre de molécules dont 
les acides gras. Elle permet aussi de générer le ribose-5-phosphate nécessaire à la synthèse des 
nucléotides qui seront incorporés à l'ARN et l'ADN. Enfin, l'érythrose-4-phosphate est fourni 
par cette voie. Notamment, c'est un précurseur pour la formation d'acides aminés aromatiques 
 comme la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Pour l'ensemble de ces deux voies, 
certaines de ces enzymes ont leur activité dépendante d
être régulées par les thiorédoxines chloroplastiques.
 
Figure 11. Réduction des enzymes du cycle de Calvin
enzymes de la voie oxydative des pentose
de type f en phase lumineuse 
enzymes encadrées en noir pour le cycle
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d'un pont disulfure est primordiale pour l'activation de l'enzyme (Née et al., 2014). En effet, 
cela modifie grandement l'accessibilité au site actif ainsi que les propriétés de liaison des 
cofacteurs (Née et al., 2014).  
 
Récemment, une autre enzyme a été identifiée comme ayant un effet sur l'état rédox des 
diverses protéines de ces cycles, soit la CP12. Chez le tabac, la CP12 régule la répartition du 
carbone dans les chloroplastes et est primordiale pour la croissance normale et le 
développement correct de la plante (Howard et al., 2011).  
 
I.4.7.5.3.5.2. Les thiorédoxines et la synthèse et dégradation de l'amidon 
 
Nous avons vu précédemment que les plantes qui surexpriment la TRX f montrent une 
accumulation de l'amidon au niveau des feuilles (Sanz-Barrio et al., 2013, Rey et al., 2013). 
Ces résultats suggèrent l'importance de la régulation du statut rédox de ces enzymes 
impliquées dans la synthèse ou la dégradation de l'amidon. L'amidon est un polysaccharide 
composé de molécules de glucoses, produites lors de réaction du cycle de Calvin-Benson. Il 
constitue la forme de réserve principale pour les végétaux supérieurs. Pour certains, la 
localisation de ce composé se situe au niveau de tissus particuliers (graines du maïs, tubercules 
de pomme de terre). Lorsque les organes de réserves ne sont pas développés, comme pour la 
plante modèle Arabidopsis thaliana, l'amidon est stocké dans les plastes de la plante, surtout 
au niveau de ses feuilles. 
 
Plus précisément, l'amidon est constitué de deux composants principaux : l'amylose et 
l'amylopectine. Les liaisons qui lient les unités de D-glucose sont de types α(1-4), et pour les 
ramifications, elles sont de type α(1-6). L'amylose est une molécule peu ramifiée, 
contrairement à l'amylopectine, et est formée de longue chaine linéaire d'unités glucose liées 
entre elles comme présenté dans la Figure 13.  
 
 Figure 13. Structure de 
Ghanbarzadeh et Almasi, 2013).
 
La plante adapte son métabolisme global aux conditions 
synthèse et dégradation de l'amidon est bien modulée avec la durée du jour perçue par 
l'organisme végétal. En effet, lorsque les expositions lumineuses sont plus cou
jour, la synthèse de l'amidon est plus i
de l'amidon durant la nuit est 
produit que la nuit et les réserves faites semblent être épuisée
horloge dirigeait l'ensemble de ces 
cet équilibre est perturbé, la croissance de la plante s'en trouve 
2010). Cette perception de l'al
transcription CCA1/LHY (pour "circadian clock associated late elongated hypocotyls") est 
requis pour la dégradation adéquate de l'amidon et pour maintenir la croissance 
(Yazdanbakhsh et al., 2011).
Une température de nuit plus basse réduit
84 
l'amidon composé d'amylose et d'amylopectine (
 
environnementales. La balance entre 
mportante pendant cette période, 
ralentie (Smith et Stitt, 2007). La dégradation de l'amidon ne se 
s au début du jour, comme si une 
étapes (Graf et al., 2010, Scialdone 
souvent 
ternance jour/nuit se fait par différentes molécules. 
 La température a aussi un effet sur la dégradation de l'amidon. 
 le taux de dégradation de l'amidon, et cela même 
 
adaptée de 
rtes durant le 
alors que l'utilisation 
et al., 2013). Lorsque 
altérée (Graf et al., 
Le facteur de 
 lors de changements brusques de 
plante alloue au mieux ses réserves en carbone 
aux fluctuations de température de l'environnement
de fonction se produit sur un cycle de 24
une horloge circadienne (Chow et Kay, 2013, Haydon 
a donc une adaptation des plantes aux variations de photopériodes et perception de la 
température, qui module l'utilisation de l'amidon et permet la survie des organismes 
al., 2010). 
 
La voie de biosynthèse de l'
synthèse est vraiment importante pour les
générée durant la photosynthèse pour assurer l'ensemble des réactions qui se déroulent à 
d'autres moments, en particulier
L'étude de mutants dépourvu
avant l'importance de l'alternance nuit/jour dans la synthèse/dégradation de l'amidon 
al., 2004). Chez les mutants, l
temporaire de la croissance, accompagn
nouvelle accumulation de sucre
 
Figure 14. Modèle de la voie de biosynthèse de l'amidon dans les plastes 
Kötting et al
85 
température (Pyl et al., 2012). C'est de cette manière que 
pour réduire l'impact sur sa croissance
. Cette variation d'expression des gènes et 
 h avec les changements jour/nuit, correspondant à 
et al., 2013, Atkins et Dodd, 2014). 
amidon est connue depuis un certains temps
 végétaux, puisqu'elle permet de stocker
 durant les périodes obscures (Sulpice et al
s d'amidon chez Arabidopsis, les pgm, ont permis de mettre en 
e manque de sucres à la fin de la nuit provoque une inhibition 
ée d'une activation de l'AGPase
s (Gibon et al., 2004).  





 (Figure 14). Cette 
 l'énergie 
., 2014, Figure 15). 
(Gibon et 
 permettant une 
 
(adapté de 
 : métabolites. Les 
86 
 
lettres en rouge informent sur les mécanismes de régulation de ces enzymes : R, 
statut rédox; C, formation d'un complexe, et P, phosphorylation de la protéine. 
La régulation par les métabolites est indiquée avec des flèches en pointillées 
verts (stimulation) et magenta (inhibition). 3-PGA, 3-phosphoglycérate; Fru-6-
P, fructose-6-phosphate; Glc-1-P, glucose-1-phosphate; Glc-6-P, glucose-6-
phosphate; ADP-Glc, ADP-Glucose; ATP, adénosine triphosphate; PPi, 
pyrophosphate; Pi, phosphate; ADP, adénosine diphosphate; ADG ou AGPase, 
ADP-glucose pyrophosphorylase; PGI1, Phosphoglucoisomérase 1; PGM1, 
Phosphoglucomutase; STS1, "Starch synthase I"; STS2, "Starch synthase II"; 
STS3, "Starch synthase III"; STS4, "Starch synthase IV"; GBS, "granule-bound 
starch synthase"; SBE1, "starch branching enzymes I"; SBE2, "starch branching 
enzymes II"; ISA1, isoamylase 1; ISA2, isoamylase 2.  
 
Les voies de synthèse et de dégradation de l'amidon impliquent plusieurs enzymes dont 
l'activité doit être régulée finement selon les stades et les conditions de croissance de la plante. 
Les enzymes de ces voies peuvent être régulées de trois manières différentes : par 
phosphorylation (Tetlow et al., 2004, Heazlewood et al., 2008), par la formation d'un 
complexe (Delatte et al., 2005) et par le statut rédox de la protéine (Michalska et al., 2009).  
 
L'AGPase est un exemple d'enzyme dont l'activité est régulée par plusieurs mécanismes 
différents. L'AGPase est un hétéro tétramère composé de plusieurs sous-unités (deux grandes 
et deux plus petites) qui catalyse la première étape de la biosynthèse de l'amidon en formant 
l'ADP-Glucose et PPi en présence d'ATP et de Glc-1-P. Dans un premier temps, l'activité de 
l'AGPase peut être contrôlée par la phosphorylation de ses sous-unités (Okita et al., 1990). En 
second lieu, d'autres molécules peuvent influencer l'activité de l'AGPase. Par exemple, le 
tréhalose 6-phosphate (ou T6P), un précurseur du tréhalose synthétisé dans le cytoplasme, est 
indispensable pour le contrôle de l'utilisation des sucres et de la croissance. Ce T6P a un effet 
sur le métabolisme des plastes, notamment en promouvant les modifications rédox de 
l'AGPase par le système des thiorédoxines (Kolbe et al., 2005). Ainsi, le taux de sucre présent 
dans le cytosol peut avoir un effet sur la synthèse de l'amidon (Kolbe et al., 2005). Finalement, 
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l'activité de l'AGPase peut également être régulée par son statut rédox. Dans ce cas, les TRX 
deviennent les enzymes candidates idéales qui assurent cette fonction dans la cellule. Comme 
abordé dans la partie I.4.7.5.3.1., le contrôle du statut rédox de l'AGPase peut être altéré par la 
NTRC ou par la TRX f1 (Michalska et al., 2009, Thormählen et al., 2013). 
 
Des mutants d'insertion de ADN-T dans le gène de la AtTrx f1 permettent de mettre en relation 
une probable interaction avec l'AGPase (Thormählen et al., 2013). L'activation de cette 
enzyme est aussi contrôlée par le taux de sucrose durant la nuit. Il s'avère que l'activité de 
l'AGPase chez ces mutants n'est pas affectée par l'absence de la TRX f1 pour les feuilles à 
l'obscurité. Par contre, toute activation de l'enzyme chez ces mutants, qui est dépendante de la 
lumière, est altérée, puisque l'accumulation d'amidon baisse alors que le taux de sucrose 
augmente. Ainsi, le rôle de la TRX f1 dans l'activation de l'AGPase est important et dépendant 
de la lumière (Thormählen et al., 2013). Mais toutes les régulations rédox de l'AGPase en 
réponse à la lumière ne sont pas aussi déterminantes pour l'activation de l'enzyme, comme 
celle de l'ASP1 par la NTRC (Li et al., 2012). De ce fait, une accumulation en amidon dans les 
feuilles n'est pas uniquement due à cette synthèse, mais aussi, au contrôle de son utilisation. 
Une communication s'établit entre les différentes parties de la plante. Ainsi, les variations de 
luminosité sont perçues par les chloroplastes et transformées en signal par une modification du 
statut rédox (Balmer et al., 2006).  
 
 Figure 15. Modèle de la voie de dégradation de l'amidon dans les plastes (
Kötting et al
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Le système de dégradation/utilisation de l'amidon est plus complexe et dépendant des besoins de la 
plante (Figure 15). Les enzymes de cette voie qui sont régulées par leur statut rédox sont la 
GWD1, la BAM1, la SEX4 et la PHS1 (Kötting et al., 2010). Plus récemment, on a proposé 
que la AtAMY3 est aussi régulée par une thiorédoxine, puisqu'un pont disulfure est nécessaire 
pour l'activité de l'enzyme et que son activité optimale ne se produit qu'au pH chloroplastique 
(Seung et al., 2013). Ces enzymes sont des cibles potentielles pour les thiorédoxines. 
 
La GWD1 est la première enzyme de la voie de dégradation de l'amidon, grâce à la 
phosphorylation d'un résidu glucosyle. Cette enzyme est inactive sous la forme oxydée 
(Mikkelsen et al., 2005), mais devient active lorsqu'un pont disulfure est formé. Par 
l'utilisation de mutants de TRX f et TRX m chez l'épinard, il a été mis en évidence que ces 
deux enzymes ont la capacité de réduire la GWD1 in vitro, avec une efficacité plus importante 
pour la TRX f. De plus, le contrôle de l'ensemble de ces éléments se produit par la perception 
de l'alternance nuit/jour (Mikkelsen et al., 2005).  
 
Sur les neuf BAM présentes dans le génome d'Arabidopsis, quatre BAM sont exprimées dans 
les chloroplastes. Une étude assez complète a analysé l'implication de ces quatre protéines 
dans la voie de dégradation de l'amidon (Fulton et al., 2008). Tout comme les thiorédoxines, 
ces enzymes ont des spécificités bien précises. En effet, la BAM1 semble adaptée à des 
conditions différentes que celles de la BAM3 (Monroe et al., 2014). Le pH pour une activité 
optimale est plus élevé pour la BAM1. La transcription du gène BAM1 est induite par des 
stress de chaleur, alors que celle de BAM3 l'est en condition de froid. Ces deux enzymes qui 
effectuent les mêmes réactions pour former du maltose, ont pourtant subi une adaptation 
thermique qui leur confère des spécificités d'activité (Monroe et al., 2014). Par ailleurs, la 
BAM doit travailler en synergie avec l'AMY3 pour une dégradation efficace des grains 
d'amidon (Seung et al., 2013). Lorsque le gène RsBAMY1 (du radis, Raphanus sativus) est 
surexprimé chez Arabidopsis, les plantes mutées contiennent moins d'amidon 
comparativement au sauvage (Takahashi et al., 2012). BAM1 est l'une des principales 
enzymes de l'utilisation de l'amidon par la cellule. Sur l'ensemble des thiorédoxines 
chloroplastiques, la TRX f1 semble être le meilleur candidat pour réguler l'activité de la 
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BAM1 ainsi que celle de l'AMY3 (Sparla et al., 2006, Valerio et al., 2011, Seung et al., 2013). 
Par ailleurs, en condition de stress osmotique, l'activité de la BAM1 est augmentée et en 
parallèle, son état rédox est modifié, ce qui tend à confirmer la régulation de son activité par la 
TRX f1 (Valerio et al., 2011). 
 
La phosphatase SEX4 est requise pour la déphosphorylation du glucane. De plus, cette 
enzyme est inactivée lorsqu'elle est oxydée (Sokolov et al., 2006). Dernièrement, la régulation 
de l'activité de cette enzyme a mis en évidence l'importance de la formation d'un pont disulfure 
entre deux cystéines du site actif (Silver et al., 2013). À nouveau, la TRX f1 est la protéine qui 
semble être la plus efficace dans la restauration de la SEX4, alors que la TRX m3 ne parait pas 
avoir de réels effets sur cette modification (Silver et al., 2013). Ce changement de structure est 
dépendant du statut rédox de la molécule et régule par la même occasion l'activité de cette 
enzyme (Silver et al., 2013). 
 
La dernière enzyme, PHS1 ou PHO1, semble avoir un rôle mineur dans cette voie de 
dégradation. La PHS1 est localisée aux plastes, puisqu'il existe une autre enzyme présente 
dans le cytoplasme (Zeeman et al., 2004). Chez des mutants d'insertion d'ADN-T dans ce 
gène, les plantes n'ont pas de modifications significatives du contenu en amidon en 
comparaison avec les plantes sauvages. Par contre, ces mutants sont plus sensibles lorsqu'il y a 
un déficit en eau dans le milieu (Zeeman et al., 2004). La PHS1 serait aussi l'une des cibles 
des thiorédoxines, mais pour le moment, aucune n'a été identifiée clairement (Balmer et al., 
2006). Pourtant, ce statut rédox ne serait pas réversible comme pour les autres enzymes de 
cette voie (Glaring et al., 2012). Par ailleurs, cette enzyme serait finalement plus importante 
pour la synthèse des malto-oligosaccharides (Hwang et al., 2010). 
 
 
En résumé, les thiorédoxines de type f semblent être impliquées dans la régulation d'enzymes 
associées à plusieurs voies de biosynthèse, comme le cycle de Calvin-Besson et la synthèse de 
l'amidon. Par ailleurs, l'ensemble de ces voies ont un lien assez fort avec l'alternance nuit-jour 





La MCP végétale n'a pas été autant étudiée que la MCP animale, pourtant, quelques éléments 
commencent à être déterminés. Comme nous l'avons vu, certains mécanismes sont conservés 
entre les végétaux et les animaux. Malgré cela, les connaissances des mécanismes propres aux 
végétaux sont assez limitées. L'objectif général de ce projet doctoral était de mieux 
comprendre les mécanismes participant et régulant la MCP de la cellule végétale suite à un 
stress abiotique. Plus particulièrement, le but était d'identifier de nouveaux acteurs de la MCP 
végétale et de déterminer leur rôle dans la régulation de la MCP induite par les UV-C.  
 
Nous nous sommes intéressés à deux gènes identifiés comme ayant une probable implication 
dans la MCP induite par les UV-C : Bax Inhibitor-1 et thiorédoxine f1. En effet, l'homologue 
animal du gène de BI-1 code pour un facteur anti-apoptotique avéré, c'est-à-dire, qu'il a la 
capacité de réprimer l'entrée en mort de la cellule. Par ailleurs, les homologues des 
thiorédoxines chez les mammifères ont aussi une fonction anti-apoptotique et jouent un rôle 
dans la régulation du stress oxydatif chez la cellule. Ces protéines, en interagissant avec les 
enzymes cibles, influent sur leur état rédox et donc sur leur activité. Certaines d'entre elles 
effectuent la détoxification suite à une activation par les TRX, et protègent notamment la 
cellule des effets néfastes des ROS.  
 
Premier objectif : un premier objectif était d'identifier et de caractériser de nouveaux mutants 
altérés  dans la régulation de l'expression de BI-1 lors d'un traitement aux UV-C, un inducteur 
de la MCP. Un mutant appelé 2017 a été isolé dans ce crible mais sa caractérisation 
préliminaire a été interrompue pour des raisons techniques. 
 
Deuxième objectif : un second objectif était de caractériser l'implication de la TRX f1 dans la 
MCP induite par les UV-C et dans la réponse à différents stress abiotiques. Cette analyse a été 




CHAPITRE 2  
 
MATÉRIELS ET MÉTHODES 
 
 
II.1. Conditions de culture et matériels biologiques 
 
Au préalable de l'ensemble des expériences, les graines ont été stérilisées selon le protocole 
suivant. Un prélavage à l'éthanol 70% a été effectué puis les graines ont été placées en 
agitation continue durant 20 minutes dans la solution de stérilisation (10% sodium 
hypochlorite, et 0,02% triton). Après 5 lavages à l'eau, les graines ont été conservées dans la 
dernière eau de rinçage pendant deux à quatre jours à 4°C pour lever la dormance et 
synchroniser la germination. 
 
Pour la culture en terre, les graines ont été semées et cultivées sur un mélange de terreau (Agro 
mix, 0.4-0-0.02) et de vermiculite (2:1, v:v). La photopériode de la chambre de croissance 
(Conviron, modèle MTR30) était de 16 heures avec une intensité lumineuse de 100 µmol m–2 
s–1 à 22°C, et la nuit était à 19°C. 
 
Pour la culture in vitro, les graines ont été semées sur un milieu de germination (GM), 
comprenant 0,5 X de Murashige et Skoog (MS) à un pH de 5,7 (Murashige et Skoog, 1962), 
1% de saccharose et 0,8% d'agar. Les plantes exposées aux UV-C ont été placées dans une 
chambre de croissance (Sanyo, modèle MLR-350) en lumière continue à 22°C et analysées 
selon les expériences entre trois et dix jours après la germination. Pour les expériences 
mesurant l'hypocotyle, les plantules ont été germées sur GM à l'obscurité à 4°C durant quatre 
semaines. Dans le cas des suspensions cellulaires, les cellules ont été cultivées dans un milieu 
liquide qui contient du MS à un pH de 5,7, 3% de sucrose, du MES hydrate (C6H13NO4S 
xH2O) à 0,59 g/L, des vitamines Gamborg et du 2,4-D (acide 2,4-dichlorophénoxyacétique). 
 Ces cellules sont en lumière continue et agitées à 120 rpm. Enfin, pour les autres expériences, 
la photopériode a été maintenue à 16 heures avec l'intensité lumineuse précédente. 
 
II.2. Crible de mutants régulant l'expression de 
 
Djoumad (2010) a réalisé les constructions et les transformations pour ce crible de mutants. 
crible se base sur l'expression du gène rapporteur de la luciférase (Luc) qui a 
contrôle du promoteur de BI
l'expression de AtBI-1 augmente en réponse aux UV
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homozygotes pour la transformation 
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luciférase a ensuite été détectée avec une caméra ultra
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Figure 16. Principe du crible de mutants qui ont la construction 
Image tirée de la thèse de Djoumad (2010).
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Par ailleurs, des PCR sur ADN génomique extraits selon les protocoles présentés ci-dessous 
(cf. vérification de la présence de l'ADN-T) ont été réalisées pour s'assurer de la présence de la 
construction.  
 
II.2.1. RT-PCR et RT-qPCR 
 
Les protocoles d'extraction d'ARN, ainsi que ceux réalisés pour les RT-PCR et les RT-qPCR 
ont été présentés et détaillés dans la partie analyse transcriptionnelle. De même pour les 
amorces utilisées ici, elles sont présentées dans le Tableau 8. 
 
II.2.2. Essai de PCR-Inverse pour déterminer l'insertion de l'ADN-T auprès du mutant 
2017 
 
La détermination de l'insertion de l'ADN-T (fusion du promoteur de AtBI-1 avec la luciférase) 
chez les mutants 5PL20E et 2017 est effectuée à l'aide de la technique de la PCR-Inverse. Le 
principe de cette technique est de digérer l'ADN génomique extrait de nos échantillons à tester 
avec une enzyme de restriction commune et connue. Dans ce cas-ci, les ADN génomiques sont 
digérés par EcoRI, HindIII ou NcoI. Ensuite, la T4 DNA ligase ligue cet ADN digéré sur lui-
même, et le circularise. Enfin, une PCR-Inverse est faite avec l'utilisation d'amorces 
spécifiques connues (Figure 17 et Tableau 1). Les conditions de la PCR-Inverse sont : cycle 1 
(1x) à 98°C, 2 minutes; puis cycle 2 (35x) avec une première étape à 98°C durant 10 secondes, 
une seconde étape à 60°C durant 30 secondes et une dernière étape à 72°C durant 4 minutes; 
enfin, le cycle 3 (1x) à 72°C durant 10 minutes. La Taq utilisée est la Taq High-Fidelity DNA 
polymerase Phusion (NEB), pour limiter le nombre d'erreurs faites par l'enzyme.  
 
Les amorces ont été déterminées pour se liguer au niveau du promoteur de BI-1 et de l'ADN-
T. Par la suite, une purification sur gel de la PCR-Inverse pour les fragments non communs 
aux échantillons est réalisée avant d'envoyer les échantillons à séquencer.  
 
 Tableau 1. Amorces utilisées pour les PCR
utilisée. 
Nom 
pBI-1 a NcoI_F 
pBI-1 a NcoI_R 
pBI-1 a EcoRI_F 
pBI-1 a EcoRI_R 
pBI-1 a HindIII_F 
pBI-1 a HindIII_F 
 
Figure 17. Principe de la PCR
 
II.3. Isolement des mutants des 
 
Au cours d'une étude précédente, Djoumad (2010) a isolé un mutant appelé 
banque de mutants d'insertion d'ADN
promoteur (Alvarado et al., 2004
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5' - GTTAATGGGCTTTGCGATCAGC 
5' - GGCTGTAGAGGAAGTTCCAGTT
5' - CCATACTCTCGACCCATGATTTACG 
-Inverse adapté de Szabados et al., 2002
TRX f1 et f2 
-T transformés avec le gène de la luciférase sans 
). En bref, environ 100 à 300 graines provenant du pool de 
 - 3' 
 - 3' 
 - 3' 
- 3' 




72H à partir d'une 
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graines T2 ont été semées sur GM entre 10 à 12 jours. Ensuite, 2 mM de D-Luciférine (Gold 
Biotechnology) ont été vaporisés sur les plantules. L'activité de la luciférase a été visualisée à 
l'aide d'une caméra CCD (MicroMAX System, Roper Scientific) et ensuite analysée avec le 
logiciel WinView/32. Un traitement aux UV-C (5 kJ/m2) des plantules a été réalisé avant que 
ces dernières ne soient replacées dans la chambre de croissance pour 24 heures. Enfin, 
l'activité de la luciférase a été à nouveau prise et analysée. Les plantules, qui avaient 
initialement une forte activité de la luciférase, mais qui avaient cette même activité fortement 
diminuée après l'exposition aux UV-C, ont été sélectionnées et transférées en sol pour 
l'obtention de graines. L'identification de la localisation de l'insertion de l'ADN-T dans le 
génome a été faite par Djoumad (2010), avec la technique du TAIL-PCR selon le protocole de 
John McElver (Weigel et Glazebrook, 2002). L'insertion de l'ADN-T chez le mutant 72H 
ayant été localisée dans le promoteur du gène AtTRX f1, le mutant a donc été renommé ici 
trxf1-1. 
 
Des surexpresseurs de TRX f1 ont aussi été créés à l'aide du plasmide pBIN19, et nommés 
35S::TRXf1 (Djoumad, 2010). Le gène de la TRX f1 a été fusionné au promoteur constitutif 
35S CaMV. Le gène NPTII qui confère une résistance à la Kanamycine (50 µg/mL), est aussi 
présent dans l'ADN-T. 
 
Les autres lignées d'insertion d'ADN-T d'Arabidopsis thaliana ont été commandées auprès du 
stock center (ABRC, Ohio State University, Columbus, USA). Pour la TRX f1, nous avons le 
mutant SALK_099762C, nommé trxf1-2 et pour la TRX f2, nous avons CS307702, nommé 
trxf2-1. D'autres mutants d'insertion provenant de banque de gènes ont été testés, mais 
l'expression des TRX f n'était pas ou était peu affectée chez ces mutants. De ce fait, ces 








Tableau 2. Liste des mutants sélectionnés pour notre étude. 
Nom Nom d'origine Insertion-construction 
WT, sauvage Columbia 0, ou Col 0 Référence 
trxf2-1 Cs307702-1 Mutant d'insertion d'ADN-T dans l'intron 1 
trxf1-1 72H Mutant d'insertion d'ADN-T dans la région 5' 
UTR, obtenu dans notre laboratoire 
trxf1-2 SALK_099762C Mutant d'insertion d'ADN-T dans l'exon 2 
trxf1;f2 Double mutant (A2-2) Croisement entre trxf1-1 (♀) et trxf2-1 (♂) 
trxf2;f1 Double mutant (B2-33) Croisement entre trxf2-1 (♀) et trxf1-1 (♂) 
35S::TRXf1-1 Surexpresseur (35S-21) Gène trx f1 sous le contrôle du promoteur 
constitutif 35S CaMV, obtenus dans notre 
laboratoire 
35S::TRXf1-2 Surexpresseur (35S-6) 




Des cellules compétentes d’E. coli DH5α ont été utilisées pour les transformations 
bactériennes et l'obtention de plasmide recombinants (Tableau 3). 
 
Pour les essais d'expression des TRX f1 et f2 dans la levure, deux souches de levure de 
Saccharomyces cerevisiae ont été utilisées. La souche utilisée est QX95001 (Tableau 3), 
dérivée de la souche BF264-15Dau (MATα ade1, his2, leu2-3, 112 trp1-1a, ura3) (Lew et al., 
1991). Elle a servi pour répéter les expériences de Djoumad (2010). Le laboratoire de la Dre 
Louise Brisson (Université Laval, Québec, Canada) nous a fourni gracieusement cette souche. 
Des expériences d'essais d’expression des gènes Trx f1 et Trx f2 ont été faites pour étudier 







Tableau 3. Liste des microorganismes utilisés. 
Nom Constructions Caractéristiques 
E. coli 
DH5α 





Transformation chimique. Culture à 
30°C. Transformée avec le plasmide 
Yep51:Bax contenant le gène Bax sous 
contrôle du promoteur inductible GAL10. 
Expression des gènes Trx f1et 
Trx f2 en présence ou 
absence de la protéine Bax. 
 
II.5. Analyse bio-informatique 
 
Les séquences des gènes ont été trouvées sur TAIR (http://www.arabidopsis.org/). Une 
analyse de leur expression dans la plante a été effectuée à l'aide du site internet Arabidopsis 
eFP Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). L'alignement des séquences des 
TRX f a été réalisé avec le site internet NPS (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_multalinan.html). 
 
II.6. Plasmides et constructions 
 
Suite à une extraction d'ARN de Col0 (WT) à l'aide de la trousse «RNeasy Plant Mini» 
(Qiagen), une RT-PCR a été réalisée en utilisant la polymérase Pfu (Stratagène). Les produits 
d'amplification ont été migrés sur gel d'électrophorèse puis purifiés avec la trousse « QIAquick 
Gel Extraction » (Qiagen). Selon le type de clonage, les fragments d'ADN ont été insérés dans 







Tableau 4. Liste des divers vecteurs utilisés. 
Nom Constructions Caractéristiques 
pSCA-eyfp 
Clonage des gènes trx f1 et trx f2 sous 
contrôle du promoteur constitutif 35S 
CaMV. Transformation et expression 
transitoire dans les protoplastes d'A. 
thaliana. 
Contient le gène Amp-R pour la 
résistance à l’ampicilline (50 
µg/mL). Contient le gène de la 
yfp sans promoteur pour la 
localisation. (cf. Annexe 3) 
pBIN 19  
 
Clonage du gène trx f1 sous contrôle du 
promoteur constitutif 35S CaMV. 
Transformation des plantes via A. 
tumefaciens. 
Contient le gène NPTII pour la 
résistance à la kanamycine (50 
µg/mL). 
= Réalisé par Djoumad (2010) 
pYX112  
 
Clonage des gènes trx f1 et trx f2 sous 
contrôle du promoteur constitutif TPI. 
Transformation et expression dans la 
levure S. cerevisiae, ayant le gène de 
l'uracile, URA3. 
Contient le gène Ap pour la 
résistance à l’ampicilline (50 
µg/mL). (cf. Annexe 4) 
 
Le plasmide pSCA-eyfp nous a été donné par Dr Eric Ducos du laboratoire EA2106 - 
Biomolécules et Biotechnologies Végétales (Université François Rabelais, Tours, France). Le 
plasmide pYX112 nous a été fourni, tout comme pour la levure, par le laboratoire de la Dre 
Louise Brisson (Université Laval, Québec, Canada). Le plasmide pBIN19 provient du 
laboratoire du Dr Kamal Bouarab (Université de Sherbrooke, Québec, Canada). 
 
II.6.1. Surexpression dans les levures et les protoplastes 
 
Les expériences de fonctionnalité des gènes TRX f1 et TRX f2 dans les deux souches de levures 
ont été réalisées à partir des protocoles utilisés par Djoumad (2010), alors que les expériences 
d'expression transitoire pour la localisation subcellulaire dans des protoplastes ont été réalisées 




L'obtention des ADNc correspondant aux gènes de TRX f1 et TRX f2 a été réalisé par une RT-
PCR en utilisant les amorces adéquates (Tableau 5). Des sites de restriction permettant le 
clonage des gènes dans pYX112 ou pSCA-eyfp ont été rajoutés à la séquence de l'amorce. De 
plus, dans le cas des expérimentations des levures, les séquences en 5' correspondant au 
peptide d'adressage aux chloroplastes ont été retirées pour que nos protéines soient 
fonctionnelles. L'ensemble des éléments, fragment d'ADN et plasmide, ont été digérés par les 
enzymes EcoRI et BamHI pour les levures, et par BglII et SpeI pour les protoplastes. Après 
purification sur gel, les gènes ont été clonés soit dans le vecteur pYX112 sous le promoteur 
constitutif TPI (triose phosphate isomérase) pour les levures, soit dans le vecteur pSCA-eyfp 
sous le promoteur constitutif 35S CaMV. 
 
Tableau 5. Amorces pour les diverses clonages et expression dans la levure et dans les 
protoplastes. 
Nom Séquence de l'amorce Utilisation 
Trx f1-
EcoRI 
5' - CCGAATTCATGTGTAGCTTAGAAACCGTTAATG - 
3' 
Amplification et 
clonage du gène 




5' - CGGGATCCTCATCCGGAAGCAGCAGACC - 3' 
Trx f2-
EcoRI 
5' - CCGAATTCATGTGTAGCTTAGAAACAGTGAATG - 
3' 
Amplification et 
clonage du gène 










clonage du gène 
TRX f1 dans le 
vecteur pSCA-






clonage du gène 
TRX f2 dans le 
vecteur pSCA-
eyfp TrxF2_SpeI 
5’ - CTAGACTAGTGCCTGACCTTGCTGCTTCAATG - 
3’ 
 
 II.6.2. Vérification de la présence de l'ADN
 
Après une extraction des ADN génomique
PCR a été réalisée avec 1 µL de l'extraction e
d’amorces RP et FP correspond aux amorces situées de part et d’autre de la séquence codante 
du gène. La dernière amorce se fixe sur l’ADN
premier est de confirmer la présence de l'ADN
f2. Si une amplification est observée pour le couple RP
inséré que dans un des deux allèles
des deux autres combinaisons (RP et 3
bien inséré dans le génome
ces deux combinaisons d'amorces a été fait, puisque nous ignorons le sens de l’insertion de 
l’ADN-T dans le génome. 
 
Figure 18. Schéma de l’hybridation des 3 amorces sur l’ADN génomique en fonction 
de l’insertion ou non de l’ADN
  
Pour les surexpresseurs, le couple d'amorces utilisé permet de déterminer la présence de la 
construction. En effet, la première amorce s'hybride au niveau du promoteur du gène, alors 
que la seconde s'hybride dans la séquence codante de la TRX f1. 
à une extraction d'ADN génomique (ADNg) à la méthode d'Edwards, une PCR est réalisée 
avec le même mélange que pour la vérification de l'insertion. En plus du 1
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secondes, 58°C pour 30 secondes et 72°C pour 4 minutes. À cela, un cycle de dénaturation de 
l'ADN au début, à 95°C durant 5 minutes, et un cycle d'élongation finale à la fin à 72°C durant 
10 minutes sont ajoutés. 
 
Tableau 6. Amorces utilisées pour la vérification de la présence de l'ADN-T par PCR 
sur ADN génomique. 
Nom Séquences Utilisation 
ThrxF1-FPA 5' - TCGAGAATTGCGGGTCAATCAG - 3' Amorces pour des 
mutants trx f1 (cf. 
Annexe 1) ThrxF1-RPA 5' - AATGGCGTTGCGATGTCGAATG - 3' 
ThrxF1-FPA3 5’-TTTGCTCAGTCCGTTGAGACCT-3’ Amorces pour des 
mutants trx f1 ThrxF1-RPA3 5’-GCACATTGCACCGAATCTTCCA-3’ 
LBb1.3  5’ - ATTTTGCCGATTTCGGAAC - 3’ Les différentes 
amorces hybridées 
sur les ADN-T 
LucF 5' - AAGAGATACGCCCTGGTTCCT - 3' 
ThrxF1-ADNT_1 5' - ATATTGACCATCATACTCATTGC - 3' 
Thrx_FP1 5’ - GCGACGGAATCAAGTAGTTC - 3’ Amorces pour les 
autres mutants trx 
f2 (cf. Annexe 2) 
Thrx_RP1 5’ - TTGACCGTTCCACAAGAAATC - 3’ 
Thrx_FP2 5’ - CTTTAACAATTGGCCAGAACG - 3’ 
Thrx_RP2 5’ - TCTTGAACTTGATCGATTGGG - 3’ 
Thrx_FP3 5’ - GATTCCGGTTAAGGGAACAGCA - 3’ Amorces pour le 
mutant trx f2-1 Thrx_RP3 5’ - AATTCTGAACCTCGCGTCCATC - 3’ 
35S21-F2 5' - CGTAAGGGATGACGCACAAT - 3' Présence de la 
construction 
35S::TRXf1 35S21-R2 5' - GTAAGGAATCCGGCACTGTT - 3' 
BI-1::LucF  5' - ACCCTTCTCCGTGTTTAATGCC - 3' Projet BI-1 
BI-1::LucR 5' - TCATAGCTTCTGCCAACCGAAC - 3' 
 
Le Tableau 7 suivant présente les amplifications attendues lorsque les couples d'amorces 




Tableau 7. Association des amorces pour déceler l'ADN-T ou la construction. 
Nom Nom d'origine Couples d'amorces 
WT, sauvage Columbia 0, ou Col 0 
Thrx_FP3 + Thrx_RP3 = gène entier de TRX f2 
ThrxF1-FPA + ThrxF1-RPA = gène entier de TRX 
f1 (pour 72H) 
ThrxF1-FPA3 + ThrxF1-FPA3 = gène entier de 
TRX f1 (pour SALK_099762C) 
trx f2-1 Cs307702-1 Thrx_RP3 + ThrxF1-ADNT_1 = insertion ADN-T 
trx f1-1 72H ThrxF1-FPA + Luc = insertion ADN-T 
trx f1-2 SALK_099762C ThrxF1-FPA3 + LBb1.3 = insertion ADN-T 
LBb1.3 + ThrxF1-RPA3 = insertion ADN-T 
trx f1;f2 Double mutant (A2-2) 
Couples des simples mutants 
trx f2;f1 Double mutant (B2-33) 
35S::TRXf1-1 Surexpresseur (35S-21) 
35S21-F2 + 35S21-R2 = fusion du promoteur 35S 
CaMV avec le gène de TRX f1  35S::TRXf1-2 Surexpresseur (35S-6) 
35S::TRXf1-3 Surexpresseur (35S11) 
PL20E Lignée parentale BI-1::LucF + BI-1::LucR = présence de l'ADN-T, 
fusion du promoteur de BI-1 avec le gène 
rapporteur de la luciférase (cf. partie II.15.) 2017 Mutant de BI-1 
 
II.7. Transformation des levures et essais de fonctionnalité dans les levures 
 
II.7.1. Transformation des levures 
 
Une pré-culture de 30 mL a été réalisée dans du milieu YNB liquide contenant du glucose 
ainsi qu’un mélange d’acides aminés dépourvu de leucine et placée à 30°C en agitation 
pendant 24-48 h pour la levure QX95001 avec Yep51:Bax (Xu et Reed, 1998). Pour la 
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seconde souche, l'acide aminé a été remplacé par de l'uracile. Lorsqu'une DO de 1 à 1,5 est 
atteinte, les levures sont centrifugées (2500 rpm, 5 min) et lavées 2 fois avec de l’eau stérile. 
Puis les levures sont reprises dans une solution fraiche de TE 0,1 M, LiAc 0,1 M et incubées à 
30°C pendant 1 h en agitation (250 rpm). Ensuite, la transformation est effectuée en mettant 
dans un même tube 100 µL de culture, avec 1 µg de plasmide et 10 µL d’ADN de sperme de 
hareng (10 mg/mL) préalablement dénaturé. Ce mélange est mis en présence d'une solution de 
700 µL constituée de PEG 4000 à 40%, de TE 0,1 M et de LiAc 0,1 M. Les levures sont 
incubées à 30°C durant 3 heures sous agitation constante (250 rpm). À la fin, elles subissent 
un choc thermique à 42°C durant 15 minutes, puis sont directement placées sur glace durant 2 
minutes. Après centrifugation, les levures sont reprises dans de l'eau stérile puis étalées sur un 
milieu sélectif contenant du glucose pour être sélectionnées en absence des acides aminés de 
sélection. Enfin, une incubation à 30°C durant 3 jours est nécessaire avant d'effectuer les tests 
de fonctionnalité. 
 
II.7.2. Essai de fonctionnalité dans S. cerevisiae QX95001 
 
Les essais de fonctionnalité des gènes TRX f1 et TRX f2 ont été effectués sur du milieu YNB 
contenant soit du glucose (2%) dans lequel le gène Bax n’est pas exprimé, soit du galactose 
(2%) pour induire l’expression du gène Bax. Tout d'abord, les levures contenant les vecteurs 
Yep51:Bax et pYX112 (avec ou non un gène) sont incubées à 30°C dans du milieu YNB 
liquide contenant du glucose et un mélange d’acides aminés dépourvu de leucine. Au bout de 
24 heures, les cultures sont lavées avec de l’eau stérile, puis diluées de manière à avoir une 
DO de 1. Ensuite, une série de dilutions successives est réalisée (10-1, 10-2 ,10-3, 10-4 et 10-5) 
avec de l’eau stérile. À partir de chaque dilution, 3 µL de chaque dilution sont prélevés et 
déposés sur 2 boites de pétri contenant du milieu YNB solide sans les 2 acides aminés de 
sélection (leucine et uracile). Les boites de pétri sont alors incubées à 30°C durant 2 jours 
(pour celles avec du glucose) et 4 jours (avec le galactose). Le glucose et le galactose sont les 




II.8. Expression transitoire dans les protoplastes et localisation subcellulaire 
 
L'obtention et l'isolement des protoplastes ont été réalisés à partir du protocole de Yoo et al. 
(2007). Les protoplastes ainsi obtenus proviennent soient d'une culture liquide de cellules 
chlorophylliennes d'Arabidopsis, soient de feuilles découpées finement qui proviennent de 
plants d'Arabidopsis ayant poussé en jours longs. Les transfections des protoplastes avec les 
diverses constructions de pSCA-eyfp ont été faites à l'aide d'une solution de Ca2+/PEG 4000 
fraiche selon le protocole de Yoo et al. (2007). Les observations sont réalisées le lendemain 
entre lame et lamelle au microscope à fluorescence AxioImager M1 (Carl Zeiss). Le filtre de 
la GFP ("Green fluorescent protein") est utilisé pour détecter la YFP, qui émet de la 
fluorescence à une longueur d'onde d'environ 530 nm si excitée à 515 nm. De même, la 
fluorescence naturelle de la chlorophylle est observée à une longueur d'onde de 650 nm après 
excitation à 460 nm. L'image est reconstruite à l'aide du logiciel AxioVision Rel. 4.8.  
 
II.9. Induction de la MCP 
 
II.9.1. Les UV-C 
 
Pour étudier la MCP induite par les UV-C, les plantes de 10 jours sont exposées à différentes 
intensité d'UV-C de 0 kJ/m², 5 kJ/m², 10 kJ/m², 30 kJ/m², à l'aide du Stratalinker 2400 
(Stratagene). Puis ces plantules sont replacées en chambre de croissance en lumière continue. 
Une quantification du contenu en chlorophylle 72 h après le traitement est effectuée ainsi 







II.9.2. Le Méthyl viologen (MV) 
 
Pour le traitement au méthyl viologène (MV), les graines stérilisées sont mises à germer sur 
GM contenant 0 µM, 0,25 µM, 0,5 µM et 1 µM de MV. Les plantules sont placées en jours 
longs (16 h lumière/ 8 h obscurité) et observées durant 10 jours. 100 graines pour chaque 
génotype sont semées et les graines germées sont comptées, puis utilisées pour une 
quantification de la chlorophylle au 10ème jour ou pour une mesure de la taille complète de la 
racine. 
 
II.10. Test de germination avec de l'acide abscissique (ABA) 
 
De même, pour les tests de germination avec de l'ABA, les graines stérilisées sont mises à 
germer sur GM contenant 0 µM, 0,5 µM, 1 µM et 5 µM d'ABA. Les conditions de croissance 
sont semblables à celles utilisées pour les tests au MV. 100 graines pour chaque génotype sont 
semées et les graines germées sont comptées sur 10 jours. Certaines sont utilisées pour une 
quantification de la chlorophylle le dernier jour du test. 
 
II.11. Analyse transcriptionnelle 
 
II.11.1. Extraction des ARN Totaux 
 
L'ARN total est extrait à l'aide de la trousse "RNeasy Plant Mini kit" (Qiagen) après ou non le 
traitement considéré. Un traitement à la DNase (n° cat. 79254, Qiagen) sur la colonne est 







Pour l'obtention des ADNc après l'extraction, une réaction de transcription inverse (RT) est 
réalisée sur 2 µg d’ARN totaux en utilisant l’enzyme « AMV reverse transcriptase » 
(Promega). Tout d'abord,  les ARN totaux sont dénaturés par un traitement à 70°C durant 5 
minutes en présence de 1 µg de poly(dT) (Promega). Ensuite, les échantillons sont laissés sur 
la glace pour 5 minutes. Enfin, la réaction pour la synthèse d'ADNc est effectuée en ajoutant 
au mélange réactionnel précédant du tampon pour la RT (1X), de la RNasine 40 U, des dNTP 
25 pmoles, de la RT (30 U). Ce mélange de 25 µL est incubé durant 90 minutes à 42°C.  
 
Pour chaque réaction de PCR, 1 µL de la réaction de RT est utilisé. Globalement, les cycles 
effectués correspondent aux indications de la Taq DNA polymerase utilisée (NEB). Il n'y a 
que les températures d'hybridation qui peuvent changer selon le couple d'amorce, mais nous 
essayons de sélectionner ceux qui ont une température d'hybridation optimale comprise entre 
57°C et 60°C. 
 
II.11.3. Quantification par RT-qPCR 
 
La synthèse d’ADNc par transcription inverse a été effectuée de la même façon que pour les 
RT-PCR. Les PCR quantitatives ont été réalisées avec 1 µL de l’ADNc synthétisé par la 
réaction de RT. L’enzyme utilisée est la "iTaq Universal SYBR Green Supermix" (BioRad,  
Cat# 172-5121) qui comprend un tampon. Les amorces utilisées pour les RT-PCR et les RT-
qPCR sont listées dans le Tableau 8. Les réactions de RT-qPCR sont réalisées avec l’appareil 
7500 Fast Real-Time PCR System (Applied BIosystems). Le programme de 40 cycles est 
utilisé sous les conditions suivantes : 95°C durant 15 secondes, 60°C pour 60 secondes et 
72°C pour 15 secondes. Le gène de référence est celui de l'actine2, et sert à normaliser les 





Tableau 8. Amorces utilisées pour les RT-PCR et les RT-qPCR. 
Nom Séquence Information 
Actine2-F 5' - GATCGGTGGTTCCATTCTTG - 3' 
Gène de référence 
Actine2-R 5' - CCTTTGATCTTGAGAGCTTAGAAAC - 3' 
f1a 5' - TTTCTCCTTCGCCGACGGCTTTAT - 3' 
TRX f1 
f1b 5' - AGAAACCAATCTTCGTCGTCGGGA - 3' 
f2F article 5' - AGCTATCGGAGAAGTACCAGGAC - 3' 
TRX f2 
f2R article 5' - CTTCAATGGCTGCAAGTAAGTCT - 3' 
AT3G30720_F 5' - GAAGAAGCCTCCTTTCGATCTG - 3' Le gène QQS, 
"Qua-Quine Starch" AT3G30720_R 5' - GCTGACCGTGTGAGTCTTGTTT - 3' 
MYB15_CF 5' - GACGGCTATAGCAACGAGATTA - 3' 
MYB15 
MYB15_CR1 5' - CGATATCCGCACCAAAAGTT - 3' 
RRTF1_AF 5' - GCGCCGTGTCAGGGTTTTTCCA -3' 
RRTF1 
RRTF1_AR 5' - CCGAGACATCCTTCGATCCTACA - 3' 
Athm1-F 5' - TCTCGCTACACAACAATGG - 3' 
TRX m1 
Athm1-R 5' - TTCCGGCAACACAGAGAACATC - 3' 
Athm2-F 5' - CTGAACATCTAGACCTGGATAA - 3' 
TRX m2 
Athm2-R 5' - GTGGTTCCATTAGTCTAGTCC - 3' 
Athm3-F 5' - CGACAGACGATCTCTCCTATCTT - 3' 
TRX m3 
Athm3-R 5' - TTCCCATGATCGTTGTGTAACTTCAG - 3' 
Athm4-F 5' - TGTTATCGTGGGTCCTCTTTGT - 3' 
TRX m4 
Athm4-R 5' - TGGTTCAACGTGGAGTTATGCT - 3' 





se LucF 5' - AAGAGATACGCCCTGGTTCCT - 3' 
BI-1 3 5' - CACACCTCGGTGACATGGACTAT - 3' 
BI-1 
3-BI-1 3a 5' - TGGCCACACACGATAACAACCA - 3' 
5-Lil3 B 5' - TTGTGGCTGTAGCTGGAGTTCT - 3' 
LIL3 




II.12. Fragmentation de l'ADN génomique 
 
II.12.1. Extraction de l'ADN génomique 
 
L'extraction est réalisée sur des plantules âgées de 10 jours et traitées ou non aux UV-C. Ces 
plantules ont germé sur milieu GM en lumière continue, et sont replacées dans ces mêmes 
conditions après l'exposition aux UV-C. Le protocole utilisé dans ce cas-ci est celui de 
Hameed et al., 2004.  
 
II.12.2. Gel d'électrophorèse 
 
Suite à cette extraction, un dosage de l'ADN génomique extrait est effectué au Nanodrop 
(Thermo Scientific, Nanodrop 2000, Spectrophotometer). Sur gel d'agarose, 10 µg d'ADN 
génomique est migré pendant 4 heures à 50 volts. Enfin, une coloration du gel avec du SYBR 
gold est effectuée durant 20 minutes dans un bain contenant une mélange du tampon 1X TAE 
et 0,1 µL/mL de SYBR Gold. La photo est prise avec le Typhoon FLA9500, en fluorescence 
et le filtre. 
 
II.13. Dosage de la chlorophylle 
 
Pour la détermination de la chlorophylle, les plantes âgées de 10 jours sont exposées aux UV-
C, ou ont germé sur GM avec différentes concentration de MV ou d'ABA. Pour chaque 
génotype et traitement, 30 plantes sont prélevées, pesées et placées dans 5 mL d'acétone à 
80%. Après une incubation de 24 heures à 4°C et l'obscurité, les chlorophylles a et b sont 
mesurées à l'aide du spectrophotomètre (Ultrospec 2100 pro de Biochrom) aux longueurs 
d'ondes 663 nm et 646 nm. La formule pour connaitre le contenu en chlorophylle a et b utilisée 









II.14. Mesure de la taille des racines (MV) et de la croissance racinaire (ABA) 
 
Suite à un test de germination en présence de MV (0 µM, 0,25 µM, 0,5 µM et 1 µM) ou 
d'ABA (0 µM, 5 µM et 50 µM) dans le milieu, des photos sont prises des racines au 10ème jour 
(sur 10 plantes, testées 4 fois). Les photos ont été analysées avec le logiciel ImageJ. 
 
II.15. Mesure de la conductivité 
 
Des feuilles sont prélevées sur des plantes âgées de 4 semaines, et subissent un traitement qui 
induit la MCP, comme une exposition aux UV-C. Des disques de feuilles de 7 mm de diamètre 
sont réalisés. Ils peuvent être pesés avant d'être placés dans l'eau distillée pour les laver de tous 
les résidus de terre. Puis ces disques sont transférés dans 6 mL d'eau distillée. Il faut au moins 
6 disques, mais nos essais ont été faits sur 10 disques. La mesure de la conductivité est réalisée 
à différents temps en plongeant la sonde du "VWR Traceable expanded range conductivity 




II.16.1. Visualisation de la mortalité cellulaire 
 
Suite à une exposition aux UV-C, il est possible de visualiser la mortalité cellulaire au niveau 
des racines de plantules âgées de 4 jours après une coloration à l’iodure de propidium (IP) et 
au diacétate de fluorescéine (FDA). Les cellules vivantes sont colorées en vert par le FDA (50 
µM) alors que les cellules mortes sont colorées par l'IP (2,78 µM) et visualisées en rouge. 24 
heures après l'exposition aux UV-C, les plantules sont placées dans une solution fraiche de 
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FDA/IP durant 5 minutes. Puis les racines sont lavées 3 fois avec de l'eau et observées entre 
lame et lamelle au microscope à fluorescence AxioImager M1 (Carl Zeiss). Les photographies 
sont prises et les images finales sont assemblées avec le logiciel AxioVision Rel. 4.8. Une 
quantification à l'aide du logiciel CellProfiler a été aussi effectuée. 
 
II.16.2. Visualisation de la production de ROS au niveau des chloroplastes 
 
Lors d'un stress oxydatif, des ROS sont produits notamment au niveau des chloroplastes. À 
l'aide d'une solution de H2DCFDA (2',7'-dochlorofluorescin diacetate probe), il est possible de 
marquer les ROS produites lors d'un stress oxydatif. Pour ce faire, un protocole adapté de 
Leshem et al. (2006) a été mise au point. Des plantules âgées de 10 jours poussées en lumière 
continue sont exposées aux UV-C (0 kJ/m², 10 kJ/m², 30 kJ/m² et 50 kJ/m²), et replacées dans 
les mêmes conditions durant 24 heures. Le jour suivant, ces plantules sont incubées dans une 
solution de "phosphate-buffered saline" (PBS) avec 10 µM de H2DCFDA, durant 30 minutes. 
Ensuite, ces plantules sont lavées deux fois avec la solution de PBS, puis observées au 
microscope à fluorescence AxioImager Z1 (Carl Zeiss) entre lame et lamelle. 
 
II.16.3. Visualisation du contenu en amidon au niveau de la pointe racinaire 
 
Une adaptation du protocole de Ding et Friml (2010) a été réalisée pour pouvoir visualiser 
l'accumulation de grains d'amidon dans la pointe racinaire. Les plantules sont placées sur des 
pétris carrés contenant du milieu GM et placées 3 jours à la verticale pour qu'elles poussent à 
la surface. Elles sont déposées sur la lame, et la coloration avec la solution de lugol à 1% est 
effectuée durant 2 minutes. Ensuite deux lavages successifs à l'eau sont réalisés avant de 
rajouter la solution de VisikolTM (Phytosys LLC, New Brunswisk, New Jersey, USA, n° 
catalogue 01-30), qui remplace le chloral hydrate (Villani et al., 2013). Ce produit permet de 
fixer et de décolorer les tissus tout en étant, selon les producteurs, moins toxique que le chloral 






II.17.1. Comparaison qualitative du contenu en amidon au niveau des feuilles 
 
Les plantes sont placées en chambre de croissance soient avec une photopériode de 16 heures 
soient en lumière continue. Les échantillons de feuilles sont prélevés à la fin de la phase 
lumineuse, et sont bouillis dans un tube de 50 mL, avec 25 mL d'éthanol à 80% (v/v). Puis ces 
échantillons sont plongés dans une solution fraiche de Lugol ou I2/KI (10 g KI, 1 g I2 dans 1 L 
d'eau) durant 10 minutes. Ceux-ci sont ensuite rincés trois fois avec de l'eau durant deux 
heures. Les photos sont prises immédiatement avec un appareil Coolpix S8200 de Nikon. Les 
plantules sont placées entre lame et lamelle, et positionnées sur un écran lumineux de 
International Biotechnologies Inc. Ce protocole a été décrit par Li et al. (2007). Une 
quantification de l'aire des feuilles colorées au Lugol a été effectuée à l'aide du logiciel 
CellProfiler. 
 
II.17.2. Quantification à l'aide d'une trousse du contenu en amidon 
 
Les quantifications d'amidon sont faites à l'aide de trousses commerciales. Une extraction des 
échantillons broyés avec une solution d'éthanol à 80% précède la détermination de la quantité 
d'amidon. Un premier essai a été réalisé à l'aide de la trousse STA20 (de Sigma-Aldrich, 
USA), en utilisant la méthode de l'amylase/amyloglucosidase. Par la suite, l'ensemble des 
répétitions a été réalisé à l'aide de la trousse K-TSTA 07/11 de Megazyme (Megazyme 
International Ireland 2011). La procédure suivie est celle recommandée par le guide 
d'utilisation pour déterminer la quantité totale d'amidon dans les échantillons. La mesure de 





II.17.3. Traitement au froid 
 
Des graines sont semées sur GM et placées à l'obscurité soit à 4°C, soit à 22°C. Après 3 
semaines de germination, leur phénotype est observé. Les hypocotyles ayant été placés à 4°C 
sont photographiés de la même manière que pour la comparaison qualitative du contenu en 
amidon au niveau des feuilles. Les échantillons sont placés entre lame et lamelle sur un fond 
noir. Par contre, lorsque les échantillons sont colorés au préalable avec une solution de Lugol 
à 1%, comme dans la partie visualisation du contenu en amidon au niveau de la pointe 
racinaire, les échantillons sont placés entre lame et lamelle sur le même écran lumineux que 










III.1. Identification et caractérisation de mutants qui régulent le promoteur de BI-1 en 
réponse aux UV-C 
 
III.1.1. Crible de mutants 
 
L'objectif de ce crible était d'identifier des composantes des voies de signalisation qui régulent 
l'activité du promoteur de BI-1, un gène impliqué dans la régulation de la MCP. Les premiers 
résultats obtenus par Djoumad (2010) montraient l'implication de BI-1 en réponse aux UV-C. 
En effet, une exposition aux UV-C augmente l'expression de AtBI-1. Des plantes 
d'Arabidopsis ont été transformées avec un ADN-T comprenant le promoteur du gène AtBI-1 
fusionné au gène de la luciférase (pAtBI-1::luciférase) (Djoumad, 2010). À l'aide d'une 
caméra ultra-sensible permettant de détecter l'activité de la luciférase en présence de son 
substrat, la luciférine, on peut détecter chez ces plantes l'augmentation de l'activité de la 
luciférase (luminescence) après une exposition aux UV-C. Après plusieurs rétrocroisements et 
sélection d'une lignée homozygote, appelée 5PL20E, les graines ont été mutagénéisées à 
l'EMS. Les graines de la génération M2 ont ensuite été générées pour effectuer le crible. Un 
crible de mutants basé sur la perte ou l'augmentation de l'expression de pAtBI-1::luciférase a 
été effectué à l'aide de la caméra ultra-sensible afin d'identifier des gènes mutés qui perturbent 
l'expression habituelle d'AtBI-1 (tel que détecté par l'activité luciférase) en réponse aux UV-C. 
Par l'application de la luciférine et observation des plantules avant et après un traitement aux 
UV-C, les plantes, dont un changement d'intensité de luminescence a été observé (perte du 
signal ou augmentation importante de la luminescence), ont été sélectionnées. 
  
                         
Figure 19. Observation de luminescence.
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III.1.2. Caractérisation du mutant 2017
 
Nous avons d'abord évalué si l'augmentation de la luminescence chez le mutant 2017 corrélait 
avec une augmentation de l'expression du gène de 
et avec une augmentation d
quantitative des niveaux d'expression avant et après un traiement aux UV
RT-PCR telle que présentée à la Figure 20. 
également été évaluée, puisque ce gène est situ
ces deux gènes pourraient partager des éléments régulateurs communs au niveau de leur 
promoteur. 
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L'actine a été utilisée ici comme gène de référence puisque son expression ne varie en général 
pas. En fait, les autres études publiées sur l'action des UV-C chez les plantes utilisent aussi 
l'actine comme gène de référence (Xie et al., 2012), ou des UV-B (O'Hara et Jenkins, 2012, 
Wang et al., 2012). Mais une exposition aux UV-C provoque des dommages sur l'ensemble 
des transcrits, et il s'avère que l'ARNm du gène de référence (l'actine) est aussi dégradé après 
ce traitement. Plusieurs autres gènes de référence ont été testés pour palier ce problème, dont 
le 18S, afin de pouvoir quantifier plus précisément la variation d'expression des gènes 
(données non montrées). Malheureusement, tous ont suivis le même profil que celui de 
l'actine. Nous avons donc continué malgré tout avec ce gène de référence en restant conscient 
de la limite expérimentale qu'il apporte à l'interprétation de nos résultats.  
 
Tel qu'observé précédemment, l'expression de AtBI-1 est clairement augmentée après un 
traitement aux UV-C chez la lignée parentale 5PL20E. Une augmentation néanmoins plus 
faible est également détectée dans les autres échantillons (WT et 2017), si on compare par 
rapport au niveau d'expression de l'actine. L'expression du gène de luciférase est également 
grandement stimulée par l'irradiation aux UV-C chez 5PL20E, alors qu'aucune luminescence 
n'a été détectée chez ces plantes. Chez le mutant 2017, l'expressions de la luciférase est déjà 
détectée avant l'irradiation aux UV-C, mais augmente également, dans une moindre mesure, 
après irradiation aux UV-C. Aucune bande n'est observée pour les plantes sauvages, 
puisqu'elles ne possèdent pas le gène. Enfin, l'expression de AtLIL3:2 est réprimée dans tous 
les cas après une exposition aux UV-C. Ces premiers résultats n'ont pas permis de détecter un 
changement important du niveau d'expression d'AtBI-1 chez le mutant 2017. 
  
Pour préciser les niveaux d'expression de chaque gène, une quantification par RT-qPCR a été 
réalisée sur les mêmes échantillons. L'actine a été à nouveau utilisée comme gène de 
référence, mais il faut garder en tête que son niveau d'expression est aussi affecté par  
l'exposition aux UV-C. Ainsi, nos résultats ont montré que l'expression relative de AtBI-1 chez 
les mutants est environ 2 fois plus importante avant les UV-C par rapport au type sauvage. De 
même, l'expression de AtLIL3:2 est réprimée, avec une expression relative calculée d'environ 
118 
 
1,7 fois moins chez 2017 que pour le sauvage. Bien que l'expérience n'ait été faite qu'une seule 
fois, il n'est pas surprenant de détecter une expression relative de la luciférase nettement 
supérieure pour les mutants que pour le sauvage. Pour la lignée parentale, cette expression est 
augmentée de 10 fois. Mais pour le mutant 2017, elle l'est près de 800 fois. De plus, grâce à la 
détection de luminescence avec la caméra où l'activité de la luciférase y est observée chez les 
mutants, nous pouvons affirmer que la construction est fonctionnelle. Cette variation 
d'expression d'une plante à l'autre pourrait être due au site d'insertion de la construction dans le 
génome. 
 
III.1.3. Localisation de l’insertion : PCR-Inverse  
 
Puisque la variation de l'expression d'AtBI-1 ne corrèle pas exactement avec celle de la 
luciférase chez la lignée parentale, nous avons décidé d'identifier le site d'insertion dans le 
génome de 5PL20E de l'ADN-T initial contenant pBI-1::luciférase par la technique de la 
PCR-Inverse. La lignée 5PL20E étant à l'origine du mutant 2017, les profils de PCR-Inverse 
doivent être identiques dans les deux cas. Dans un premier temps, nous avons sélectionné une 
enzyme de restriction qui peut couper dans le promoteur de BI-1 et dans une région en amont 
du promoteur. Ceci permet d'isoler une région en amont du site d'insertion de l'ADN-T tout en 
incluant le promoteur de AtBI-1. Après digestion de l’ADNg, le fragment généré par la 
digestion est re-circularisé par une ligation. Ensuite, une PCR avec des amorces spécifiques au 
promoteur de AtBI-1 est effectuée. Le résultat de cette amplification est migré sur gel 
d'agarose. Les bandes supplémentaires obtenues chez ces mutants par rapport au sauvage sont 
découpées et purifiées pour être envoyées à séquencer.  
 
Les premiers essais portaient sur trois enzymes de restriction dont les résultats sont montrés 
dans la Figure 21 ci-dessous. 
 
 Figure 21. PCR-Inverse pour déterminer l
et 2017. L'amplification a été faite à
digestion par trois enzym
Génotypes : 
  
L'amplification étant faible, aucun nouveau fragment n'a été identifié par 
l'enzyme EcoRI. Les profils pour 
fragments chez le mutant 2017, mais 
lignée parentale. De plus, 
d'avoir une quantité suffisante d'ADN 
Une optimisation du protocole 
présenté à la Figure 22. 
 
Figure 22. PCR-Inverse avec 
chez 5PL20E et 
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EcoRI pour déterminer le site d'insertion de l'ADN
2017. Génotypes : 1. 5PL20E, 2. 2017 et 
 
-T chez 5PL20E 
I, HindIII ou NcoI. 
PCR-Inverse avec 






Après optimisation des différentes étapes, la PCR-Inverse avec l'enzyme EcoRI a été celle qui 
nous a donné les meilleurs résultats. Les fragments supplémentaires (en pointillés dans la 
Figure 22) ont été extraits et purifiés, puis envoyés à séquencer. Malheureusement, ces 
échantillons n'étaient pas assez concentrés. Même en combinant plusieurs expériences, nous 
n'avons pu obtenir assez de matériel.  
 
Par ailleurs, nous avons constaté, dans la génération suivante chez notre mutant 2017, que 
l'ADN-T n'était plus détectable dans tous les essais. Étant donné l'importance de l'ADN-T pour 
suivre les changements de régulation de l'expression de AtBI-1 chez ce mutant, nous avons 
choisi d'interrompre l'analyse du mutant 2017 pour se concentrer sur l'étude des thiorédoxines. 
 
III.2. Implication des thiorédoxines f dans les voies de signalisation de la plante en 
réponse à divers stress abiotiques 
 
III.2.1. Identification d'un gène de thiorédoxine répondant aux UV-C 
 
Les travaux réalisés par Djoumad (2010) ont permis d'identifier un premier mutant d'insertion 
dans le gène de la thiorédoxine f1, nommé ici trxf1-1. Comme pour la première partie, la mise 
en évidence de ce mutant avait été faite par l'observation de l'activité de la luciférase avant et 
après un traitement aux UV-C en utilisant une banque de mutants d'insertion transformés avec 
un gène de luciférase sans promoteur. Le mutant sélectionné avait une expression importante 
de la luciférase avant un traitement aux UV-C, et cette expression était éliminée après le 
traitement aux UV-C. L'insertion de l'ADN-T a été localisée au niveau du promoteur du gène 
AtTRX f1 (Djoumad, 2010). Ainsi, l'expression de la luciférase devenait contrôlée par le 
promoteur de ce gène. Les photographies prises à la caméra ultra sensible sont présentées dans 
la Figure 23 suivante. 
 
 Figure 23. Observation de luminescence. A
luminescence, avant un traitement aux UV
traitement aux UV
qui émettent de la luminescence
n'émettent plus après une irradiation
  
Comme attendue, une activité luciférase est d
(données non montrées), mais pas pour les plantes sauvages, WT
le mutant trxf1-1, cette activité n'est présente qu'avant une exposition aux UV
exposition, la luminescence
AtTRX f1 endogène par RT
chez le sauvage, démontrant que c'est bien le promoteur de 
l'expression de la luciférase dans le mutant 
  
Il a été démontré que les thiorédoxines animales sont importantes pour la mise en place de la 
protection des cellules contre la MCP. La suite de ce travail vise donc à étudier le rôle des 
thiorédoxines f dans la MCP activée notamment par les UV
 
III.2.2. Comparaison des 
 
Chez Arabidopsis, il existe deux gènes codant pour deux TRX f différentes. 
des séquences protéiques de TRX f1 et TRX f2 
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-C à 10 kJ/m². Les flèches blanches indiquent les plantules 
 avant une exposition aux UV
. 
écelée chez le témoin positif, S
 (Figure 23)
 n'est plus détectée par la caméra. La perte d'expression du gèn
-PCR après une exposition aux UV-C a d'ailleurs 
AtTRX f1
trxf1-1 (Djoumad, 2010). 
-C. 
séquences des thiorédoxines f chez Arabidopsis
est présentée à la Figure 2
 
B. 
 24 h après un 
-C, mais qui n'en 
upernova 
. Par contre, pour 
-C. Après cette 
e 
été confirmée 










aminés différents ou absent
aminés de nature différente; bleu, de même nature
des acides, comme Asp (D) ou Glu
 
La taille des thiorédoxines f est de
TRX f2. Ces deux séquences protéiques ont environ 78% d'identité, c'est
protéines ont 146 acides aminés strictem
d'adressage aux chloroplastes des protéines. Une fois importée dans le chloroplaste, cette 
partie est clivée puisqu'elle n'est plus nécessaire au fonctionnement des TRX f dans le stroma 
du chloroplaste. Mais c'est aussi dans cette partie que les différences sont les plus importantes. 
En alignant les séquences du peptide signal, les séquences protéiques n'ont que 58% d'identité, 
soit 39 acides aminés identiques. La partie C
l'enzyme, a 88% d'identité, soit 107 résidus conservés. D'un point de vu génomique, les deux 
gènes sont constitués de trois exons, dont le premier est le plus gra
suivi d'un intron assez grand, puis du deuxième exon (80% d'identité), le plus petit, et enfin le 
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) réalisé à l'aide du site internet NPS@
-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_multalin.html). 
: bleu clair, peptide d'adressage aux plastes; 
 Légende lettres : rouge, identique; autre, acides 
s entre les deux séquences; vert ou noir, acides 
 (par exemple, de la famille 
 (E)). 
 178 résidus pour la TRX f1, et 185 acides aminés pour la 
ent identiques. La partie N-ter est le peptide signal 
-ter de la protéine, qui possède
nd (avec 71% d'identité), 
 
) et la TRX 
 (https://npsa-
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-à-dire que ces deux 
 le site actif de 
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dernier exon avec 77% d'identité. Les séquences d'ADN codantes ont 75% d'identité, et les 
différences majeures se trouvent au début de la séquence. 
 
Ces deux gènes sont très semblables et codent pour des séquences protéiques très similaires. Il 
est donc possible qu'ils remplissent la même fonction dans la cellule, mais très peu d'études se 
sont penchées sur le rôle de la TRX f2 jusqu'à maintenant. 
 
III.2.3. Expression des thiorédoxines f chez Arabidopsis 
 
Les données d'expression des gènes TRX f1 et TRX f2 ont été obtenues du Arabidopsis eFP 
Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi, et Figure 25). On observe que les deux 
gènes sont exprimés dans la plupart des organes de la plantes. Par contre, TRX f1 est plus 
représentée dans la majorité des organes, comparé à la TRX f2. Ainsi, la TRX f1 est plus 
exprimée aux divers stades de développement des feuilles, des fleurs, de l'ovaire, des siliques 
jeunes et du méristème apical. Les quelques tissus où TRX f2 est plus exprimée sont le grain de 
pollen mature (2,5 fois plus exprimée), les siliques matures (plus de 3 fois) et dans une 
moindre mesure, la racine.  
 
 Figure 25. Expression absolue des gènes 
la plante. 
(http://bar.utoronto.ca/efp/cgi
apical; Inflores, Inflorescence; Cotyléd, Cotylédons; Sénesc, Sénescente; 24h, 
traitement des graines de 24 h avec l'auxine.
  
En plus de la forte homologie de séquence protéique
d'expression entre ces gènes suggèrent encore une fois qu'
redondante chez Arabidopsis
précédemment, des analyses supplémentaires sont requises pour confirmer cette redondance 
de fonction. Cette étude s'intéresse
 
III.2.4. Localisation subcellulaire des thiorédoxines f par e
protoplastes  
 
À l'aide des outils informatiques pour l'alignement des séquences protéiques (NPS@) et des 
sites de prédiction de localisation (comme Predotar v. 1.03, 
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AtTRX f1 et AtTRX f2 pour divers organes de 
Données tirées du site BAR, Arabidopsis eFP Browser 
-bin/efpWeb.cgi). Légende : MA, méristème 
 
, une grande similarité d
ils ont possible
. Par contre, comme la fonction de la TRX f2 n'a pas 
ra donc ici à la fois à la TRX f1 et à la TRX f2.
xpression transitoire dans des 
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 https://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html), les 
TRX f d'Arabidopsis seraient localisées aux plastes. Pour 
avons exprimé de façon transitoire 
YFP pour "Yellow Fluorescent Protei
la fusion de la protéine d'intérêt avec la
terminal, pour ne pas masquer la séquence d'adressage aux plastes. 
utilisent donc le gène YFP fusionné en 5
promoteur constitutif 35S CaMV. Dans ces conditions, la protéine de fusion est exprimée
continuellement dans les cellule
issus d'une culture cellulaire chlorophyllienne présenté
 
Figure 26. Localisation subcellulaire de la 
TRXf2:YFP
chlorophylliennes.
jaune-verte), la seconde colonne est la fluorescen
(rouge), la troisième colonne correspond à la superposition des 
la YFP et de la chlorophylle, et 
champ clair. Échelle : 20 µm.
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 YFP n'est réalisée que dans un sens, 
Les constructions réalisées 
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YFP et des fusions TRX
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 La première colonne est la fluorescence de la YFP (
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 À l'aide d'un microscope à fluorescence, nous observo
les cellules sont transformées avec la YFP seule, 
majoritairement localisées au niveau du noyau et plutôt 
fluorescence naturelle de la chlorophylle
sous la forme de petites ponctuations d
fusionnée à la YFP, des ponctuations apparaissent aussi bien pour 
chlorophylle que pour celle
d'Arabidopsis sont bien localisées aux 
effectuant une seconde expérience d'expression tr
fois de cellules mésophylliennes, tel que présenté dans la 
 
Figure 27. Localisation subcellulaire de la 
TRXf2:YFP
mésophylliennes de feuilles.
YFP, la seconde colonne est la fluorescence naturell
troisième colonne est la superposition des 
chlorophylle, et la dernière colonne est l'aspect des cellules en champ clair. 
Échelle : 20 µm.
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Figure 27. 
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Les conclusions obtenues pour ces observations sont les mêmes que précédemment. Pour la 
YFP non fusionnée, la fluorescence de la YFP est diffuse, alors que pour les protéines de 
fusion, elle est co-localisée aux chloroplastes. Ces résultats confirment la localisation 
chloroplastique des TRX f1 et TRX f2.  
  
III.2.5. Implication des TRX f dans la MCP induite par Bax : Essai de fonctionnalité 
dans S. cerevisiae QX95001 
 
Des essais préliminaires, assez prometteurs, avaient été réalisés précédemment par Djoumad 
(2010). Les résultats obtenus suggéraient que la TRX f1 était capable d'inhiber, du moins 
partiellement, la MCP induite par la protéine Bax exprimée dans la levure. L'objectif de cet 
essai était ici de confirmer ces résultats et donc l'implication des TRX de type f dans la MCP 
induite par Bax. Pour ce faire, la levure Saccharomyces cerevisiae a été utilisée. La souche 
prise pour ce test possède le gène bax sous le contrôle d'un promoteur inductible par le 
galactose. De ce fait, en présence de galactose mais en absence de glucose, la MCP est 
déclenchée par l'expression de Bax. La survie des levures exprimant également l'une ou l'autre 
des TRX f d'Arabidopsis a été analysée en présence ou non de galactose. Pour cette analyse, 
les gènes AtTRX f1 et AtTRX f2 ont été clonés dans le vecteur pYX112, en excluant la 
séquence de la partie N-ter de la protéine qui correspond au peptide d'adressage aux plastes, 
avant d'être introduits dans la levure. 
 
 Figure 28. Croissance des levures 
terTRXf1, ∆N
glucose, dans lequel le gène 
gène bax contenant du galactose. Le vecteur vide, pYX112, et le gène 
ont été utilisés comme témoins négat
ont été faites de 10
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S. cerevisiae QX95001 exprimant les protéines 
-terTRXf2, AtBI-1 en présence ou non de Bax.
bax n’est pas exprimé; B. 
ifs et positifs respectivement. Des dilutions 
-1
 à 10-5. 
 
∆N-
 A. Milieu avec du 




Dans le milieu contenant du glucose, les levures transformées avec les différentes 
constructions poussent normalement. Mais en milieu galactose, qui induit l'expression de bax 
et donc de la MCP, l'ensemble des réponses n'est pas identique. La souche transformée avec le 
vecteur vide de pYX112 est sensible à l'activité de Bax et la MCP est mise en place. Par 
contre, une répression de cette mort est observée lorsque le gène anti-apoptotique AtBI-1 est 
exprimé en présence de bax. Par contre, lorsque At∆N-terTRXf1 ou At∆N-terTRXf2 sont 
exprimées chez cette souche de levure et sur milieu d'induction avec du galactose, aucune de 
ces deux TRX ne protège de la MCP. Il en est de même avec la construction qui avait été 
réalisée précédemment par Djoumad (2010).  
  
Pourtant, des PCR sur colonies ont été effectuées pour s'assurer de la présence de l'ensemble 
des différentes constructions chez la levure (données non présentées). Les constructions du 
vecteur pYX112 (avec ou sans les gènes At∆N-terTRXf1, At∆N-terTRXf2 ou AtBI-1) sont bien 
présentes dans cette souche de levure transformée. De plus, une protection des cellules contre 
la MCP induite par BAX est bien observée en présence du gène anti-apoptotique AtBI-1. Le 
système devrait donc fonctionner si l'expression des gènes de thiorédoxines apportent bel et 
bien une protection contre la MCP induite par BAX. Des essais de culture avec les souches 
transformées par Djoumad et conservées au -80°C ont été testés sans succès. Contrairement 
aux résultats présentés par Djoumad (2010), nous concluons ici que les AtTRX f ne protègent 
pas contre la MCP provoquée par Bax chez la levure. 
  
III.2.6. Identification de nouveaux mutants des thiorédoxines f1 et f2 et surexpression de 
la thiorédoxine f1 
 
Afin d'approfondir le rôle des thiorédoxines f chez Arabidopsis thaliana, nous avons utilisé 
des mutants d'expression pour la TRX f1 et TRX f2. Le premier mutant utile pour cette étude 
est le mutant d'insertion de trxf1-1 identifié par Djoumad (2010) qui présente une expression 
fortement diminuée due à l'insertion de l'ADN-T dans son promoteur (Annexe 1). D'autres 
mutants d'insertions dans les gènes des thiorédoxines f ont aussi été obtenus du Arabidopsis 
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Stock Center, ABRC. Certains de ces mutants nous sont parvenus à l'état hétérozygote, 
l'ADN-T n'étant présent que sur l'un des deux allèles du gène. Pour ces mutants, la sélection 
des mutants homozygotes pour l'insertion de l'ADN-T a été effectuée à la génération suivante, 
après autofécondation de ces plantules. 
  
Pour chaque plantules, des réactions PCR sur ADN génomique ont été réalisées pour détecter 
si l'ADN-T était présent ou non, et s'il était à l'état homozygote. Un premier couple (A et B) 
d'amorces a été utilisé pour amplifier le gène natif. Si une amplification sur gel est détectée 
cela signifie qu'au moins un des allèles du gène est dépourvu de l'insertion. Par contre, 
l'absence d'amplification suggère que la séquence des deux allèles du gène est interrompue par 
l'insertion. Deux autres couples d'amorce ont été testés, la première amorce se fixant sur 
l'ADNg natif (A ou B), et la seconde s'hybridant sur l'ADN-T (C). Deux combinaisons ont été 
testées puisque nous ne connaissons pas le sens de l'insertion de l'ADN-T. Quand une 
amplification est obtenue pour l'une de ces deux combinaisons (A et C, ou B et C), alors 
l'ADN-T est présent sur au moins un des allèles du gène. En combinant ces résultats, il est 
possible de déterminer si un mutant est bien homozygote ou hétérozygote pour l'insertion de 
l'ADN-T. 
  
Plusieurs mutants ont été testés pour les gènes AtTRX f1 et AtTRX f2 (Annexes 1 et 2), mais 
seuls ceux retenus sont présentés aux Figure 29-31. Deux simples mutants d'insertion de 
AtTRX f1 ont été retenus, dont les noms d'origine sont 72H (trxf1-1) et SALK_099762C (trxf1-
2). De même pour le gène de AtTRX f2, le simple mutant retenu est CS307702-1 (trxf2-1). 
Plusieurs plantes surexprimant le gène AtTRX f1 sous le contrôle du promoteur 35S 
(35S::TRXf1-1) qui avaient été produites par Djoumad (2010) ont également été utilisées dans 
nos analyses. Des croisements spécifiques entre les simples mutants d'insertion sélectionnés 
comme homozygotes ont également été faits pour créer des doubles mutants en utilisant dans 
un cas le mutant trxf1-1 comme femelle et le mutant trxf2-1 comme donneur de pollen pour 
donner le double mutant trxf1;f2. Le double mutant réciproque a également été produit pour 
donner le mutant trxf2;trxf1. La génération F2 a été analysée par une approche similaire afin 
d'identifier des lignées homozygotes pour l'insertion dans chacun des deux gènes. 
  
Figure 29. Analyse PCR de l'ADN génomique de mutants pour
T dans le gène 
de l'ADN-T 
dans le gène avec 
l'autre dans la portion de l'ADN
trxf1-2, 5. trxf1;f2
  
Les résultats présentés dans la Figure 29 (A) montrent la détection d
plante sauvage (WT) et chez les mutants 
insertion n'est présente dan
également chez trxf1-2 puisque la localisation de l'insertion chez ce mutant est prédite dans le 
second exon (Annexe 1) alors que les amorces utilisées permettent d'amplifier la région 5' et
premier exon du gène. De même, l'amplificat
trxf1-1 et chez les doubles mutants seulement puisque la portion amplifiée se retrouve en aval 
du site d'insertion de l'ADN
doubles mutants sont bien homozygotes pour l'insertion. Un autre couple d'amorces permettant 
l'amplification de la région contenant l'ADN
utilisé dans ce cas. Les résultats présenté
gène natif chez le WT et le surexpresseur 
seconde amplification détecte spécifiquement bien l'ADN
autres, confirmant qu'il s'agit bien d'un mutant homozygote.
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 la présence de l'ADN
AtTRX f1. A. détection de la portion du gène 
avec ce couple d'amorces, B. détection de l'insertion de l'ADN
une amorce se fixant sur une séquence 
-T. Génotypes : 1. WT, 2
, et 6. trxf2;f1. Marqueur de poids moléculaire de 100 pb.
trxf2-1 et trxf1-2. Ces résultats suggèrent qu'aucune 
s ces lignées. Ce résultat était attendu pour WT et 
ion du gène combiné à l'ADN
-T chez le mutant trxf2-1 (Figure 29(B)). Le mutant 
-T chez le mutant trxf1-2
s dans la Figure 30 montrent une amplification du 





natif en absence 
-T 
dans le gène natif et 
. trxf2-1, 3. trxf1-1, 4. 
 
u gène entier chez la 
trxf2-1, mais 
 le 
-T est détectée chez 
trxf1-1 et les 
 a spécifiquement été 
trxf1-2, alors que la 
-2 mais pas chez les 
 Figure 30. Analyse PCR de l'ADN génomique de mutants pour 
T dans le gène 
gène natif en absence de l'ADN
l'insertion de l'ADN
dans le gène natif et l'autre dans la portion de l'ADN
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De la même façon, la confirmation
AtTRX f2 a été réalisée (Figure 31), identifiant ainsi le mutant homozygote 
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 III.2.7. Caractérisation de l'expression des gènes de 
surexpresseur 
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Figure 32. 
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Tableau 9. Diminutions relatives de l'expression de AtTRX f1 et AtTRX f2 chez les 
mutants d'insertion et chez le surexpresseur par RT-qPCR par rapport au 
WT. 
Nom AtTRX f1 AtTRX f2 
trxf2-1 Pas de différences avec WT - 14 
trxf1-1 - 30 Pas de différences avec WT 
trxf1-2 - 70 Pas de différences avec WT 
35S::TRXf1-1 + 40 Pas de différences avec WT 
trxf1;f2 et trxf2;f1 - 30 - 14 
35S::TRXf1-2 + 30 Pas de différences avec WT 
35S::TRXf1-3 +2 Pas de différences avec WT 
 
La quantification de AtTRX f1 et AtTRX f2 a été réalisée pour les autres mutants et 
surexpresseurs. Pour les doubles mutants, elle est la combinaison des quantifications 
d'expression relative obtenues pour les deux gènes chez les simples mutants, trxf2-1 et trxf1-1. 
Pour AtTRX f2, chez le mutant trxf2-1, la diminution est de 14 fois. Enfin, pour les 
surexpresseurs de la TRX f1, l'expression relative est augmentée pour AtTRX f1, et est variable 
selon le surexpresseur considéré. Le 35S::TRXf1-3 est augmenté de 2 fois, mais pour le 
35S::TRXf1-1, cette augmentation est de 40 fois. Par contre, le choix définitif des 
surexpresseurs va se faire après l'analyse de l'expression de AtTRX f1 après une exposition aux 
UV-C (Figure 32). 
 
Tous ces mutants nous seront utiles pour déterminer le rôle des thiorédoxines f dans la réponse 
à différents stress abiotiques. 
 
III.2.8. Évaluation du rôle des thiorédoxines f dans l'induction de la MCP 
 
III.2.8.1. Implication des TRX f dans la MCP induite par UV-C 
 
Chez les cellules animales, l'effet des UV-C dans l'activation de la MCP a bien été étudié. 
Quelques recherches menées sur les cellules végétales ont apporté les prémices de la réponse 
 mise en place par les végétaux.
autres, la dégradation de la chlorophylle, la fragmentation de l'ADN nucléaire et la production 
de ROS, qui s'associent aux différents processus moléculaires conduisant à la mort de la 
cellule. Néanmoins, peu de régulateurs de ces processus 
Étant donné le rôle anti-apoptotique des thiorédoxines animales, nous nous intéressons ici à 
étudier l'importance des thiorédoxines f dans la MCP végétale. Les mutants
ici été analysés pour l'évaluer l'implication des 
induite par les UV-C.  
 
III.2.8.1.1. Évolution de l'expression des gènes après 
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chez les simples mutants est perdue chez les échantillons non traités et suite aux traitements 
aux UV-C. Par contre, la perte de l'expression de AtTRX f1 chez les mutants trxf1-1 et trxf1-2 
n'est pas compensée par une plus forte expression de AtTRX f2. De même, le gène de AtTRX f1 
n'est pas plus exprimé chez le mutant trxf2-1. L'expression de l'actine, le gène contrôle, est 
également diminuée après une exposition aux UV-C. Cependant, pour les surexpresseurs 
35S::TRXf1-1 et 35S::TRXf1-2 (données non présentées) l'expression n'est pas diminuée pour 
AtTRX f1, contrairement à AtTRX f2 qui suit le même profil d'expression que chez le WT. En 
effet, ces surexpresseurs ont deux formes de contrôle de l'expression du gène : le promoteur 
natif avec le gène de AtTRX f1 et le promoteur constitutif 35S CaMV introduit avec AtTRX f1. 
Le gène natif chez ces surexpresseurs suit très probablement la même diminution d'expression 
après une exposition aux UV-C, mais grâce à l'autre copie fusionnée au promoteur 35S CaMV, 
l'expression du gène reste importante. L'expression de AtTRX f1 n'est alors plus contrôlée 
après l'exposition aux UV-C. Par contre, l'expression de AtTRX f1 chez 35S::TRXf1-3 est 
régulée de la même manière que les plantes sauvage, probablement parce que le site 
d'insertion du transgène réduit sa transcription. Pour cette raison, la lignée 35S::TRXf1-3 n'a 
pas été retenue pour la suite des expérimentations. Notons finalement que l'expression de 
AtTRX f1 n'a pas d'impact sur l'expression de AtTRX f2. 
  
Malheureusement, la diminution du gène de référence Actine n'a pas permis une quantification 
précise de l'expression des gènes après les UV-C par RT-qPCR. Dans la partie III.1.2. (p.116), 
nous avons testé d'autres gènes de référence pour quantifier la variation d'expression, sans 
trouver de candidats. Malgré cela, l'expression relative des surexpresseurs 35S::TRXf1-1 et 
35S::TRXf1-2 reste nettement plus forte que pour le reste des échantillons. 
  
D'autres thiorédoxines localisées aux chloroplastes, telles que les TRX m, ont, comme pour les 
TRX f, une activité en lien avec la photosynthèse en plus de partager des patrons d'expression 
assez semblables. Pour cette raison, l'expression des gènes codant pour les TRX m a été 
évaluée en réponse aux UV-C (Figure 34). 
 
 Figure 34. Expression des trois 
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Figure 35. Expression de
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Actine (ligne3). Traitements : A. 0 kJ/m² et B. 30 kJ/m². Génomes : 1. WT, 2. 
trxf2-1, 3. trxf1-1, 4. trxf1-2, 5. 35S::TRXf1-1, 6. trxf1;f2 et 7. trxf2;f1. 
  
Dans un premier temps, on constate que l'expression de ces gènes ches les plantes sauvages est 
très peu affectée par le traitement aux UV-C, si on tient compte du niveau de l'Actine. Par 
contre, l'expression de ces deux gènes semble augmentée chez le mutant trxf1-2, mais pas chez 
le mutant trxf1-1. On remarque cependant que le traitement aux UV-C augmente davantage 
l'expression des deux gènes chez les deux mutants de trx f1. Tel que rapporté plus haut, le 
mutant trxf1-2 a un niveau d'expression de AtTRX f1 pratiquement nul, alors qu'un certain 
niveau de transcription est détecté chez le mutant trxf1-1. Par contre, puisqu'un traitement aux 
UV-C réduit davantage l'expression de AtTRX f1, il apparait que la perte d'expression de 
AtTRX f1 est en fait associée à une augmentation de l'expression de MYB15 et RRTF1. Notons 
également que l'expression de ces deux gènes est aussi augmentée chez le surexpresseur à la 
fois dans les échantillons non traités et traités aux UV-C. Pardoxalement, ces résultats 
montrent qu'une surexpression de AtTRX f1 a un effet semblable à la perte d'expression de ce 
gène sur l'expression de MYB15 et RRTF1. Enfin, l'expression de MYB15 chez les doubles 
mutants est augmentée par rapport au sauvage, et on note une légère augmentation de 
l'expression de MYB15 après les UV-C. Par contre, l'expression de RRTF1 est réduite chez les 
doubles mutants, mais légèrement augmentée après le traitement aux UV-C. L'état rédox de la 
cellule étant modifié après une exposition aux UV-C, il est normal d'observer une variation 
d'expression du facteur de transcription RRTF1 qui détecte ce changement. Même si une 
implication de l'autre facteur de transcription, MYB15, reste inconnue dans ces conditions, il 
semblerait qu'il aurait lui aussi un rôle. Par ailleurs, un lien possible pourrait être établi entre 
les TRX f et ces facteurs de transcription, pour le maintien de l'équilibre rédox de la cellule et 
pour l'induction de la réponse. Ces résultats sont indicateurs d'une tendance, mais cette 
expérience doit être reproduite.  
 
  
 III.2.8.1.2. Quantification de la chlorophylle après traitements aux
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On constate que plus l'intensité des UV-C appliqués est forte et plus la perte de la chlorophylle 
est élevée. De plus, tel qu'observé qualitativement, cette perte est plus importante chez les 
surexpresseurs que pour les doubles mutants. En effet, à 10 kJ/m², la perte est de 68 % et 66 % 
pour 35S::TRXf1-2 et 35S::TRXf1-1 respectivement, alors qu'elle est de 48 % et de 50 % pour 
trxf1;f2 et trxf2;f1 rexpectivement. Les surexpresseurs sont donc plus sensibles aux UV-C, 
alors que les doubles mutants moins sensibles. Pour les simples mutants, la perte de la 
chlorophylle mesurée après un traitement aux UV-C (10 kJ/m²) est semblable à celle des 
plantules sauvages, mais cette perte est moins importante lors d'un traitement à 30 kJ/m². 
 
III.2.8.1.3. Fragmentation de l’ADN génomique après traitement aux UV-C 
 
La MCP induite par les UV-C chez les cellules végétales s'accompagne d'une fragmentation de 
l'ADN génomique, telle que mise en évidence chez les protoplastes d'Arabidopsis par Danon 
et Gallois (1998). Cette fragmentation produit des fragments d'environ 180 paires de bases et 
ses multiples, qui correspondent à la taille de l'ADN entourant un nucléosome. Djoumad 
(2010) a également observé cette fragmentation après irradiation aux UV-C de plantules 
d'Arabidopsis thaliana. La détection a été faite à l'aide de buvardage de type Southern, puisque 
certaines cellules de la plante meurent dans les conditions utilisées. Néanmoins, comme il s'agit 
effectivement d'un programme de mort mis en place par les cellules, on observe une intensification 
de la fragmentation au cours du temps. De plus, cette fragmentation augmente avec l'intensité des 
rayonnements UV. Les premiers tests effectués par Djoumad (2010) ont comparé le WT et trxf1-1. 
La fragmentation observée pour l'ADNg du mutant était plus importante que celle du WT. Une 
répétition de ce test a été effectuée sur l'ensemble de nos plantules et présentée dans la Figure 37. 
 
 Figure 37. Fragmentation d
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III.2.8.1.4. Mortalité des cellules 
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Figure 38. Coloration au FDA et PI de la pointe racinaire de plantules âgées de 3 
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Figure 39. Estimation du p
racine 24 h après une exposition aux UV
utilisé pour quantifier l
2. trxf2-1, 3. 
  
Sans traitements aux UV-C, 
% de cellules vivantes. Mais après une exposition de 10 kJ/m², 
cellules vivantes chez 35S::TRXf1
est observée après un traitement de
et, 34 % chez le sauvage. Ces résultats appuient les résultats précédents qui montraient une 
plus grande sensibilité des surexpresseurs aux UV
colorées en vert sont plus nombreuses. Pour 
estimé à 95 % et 84 % respectivement pour un traitement de 10 kJ/m², alors qu'il diminue à 
% pour trxf2-1 et à 38 % pour
racines chez les simples mutants est donc supérieur à celui des racines sauvages. De même,
racines du double mutant parai
estimé de cellules vivantes est de 58
 
Combinés avec les résultats de quantification de la chlorophylle, ces résultats montrent que les 
doubles mutants de thiorédoxines f sont plus résistants aux UV
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chlorophylliens que pour les racines, alors que les lignées surexprimant la TRX f1 sont plus 
sensibles. 
 
III.2.8.1.5. Production des ROS induits par les UV-C  
 
Suite à une exposition aux UV-C, les organites intracellulaires tels que les chloroplastes 
peuvent produire des ROS. Pour comprendre la sensibilité plus importante des surexpresseurs 
de TRX f1 aux UV-C, la production de ROS dans les tissus chlorophylliens des doubles 
mutants de TRX f et chez le surexpresseur a été analysée par une coloration au H2DCFDA 
chez des plantules âgées de 5 jours. La sonde H2DCFDA est une fluorescéine dont la forme est 
chimiquement réduite et utilisée comme indicateur de la formation des ROS dans les cellules. 
Par le clivage de groupes acétates de la molécule, le H2DCFDA non fluorescent est converti en 
une molécule hautement fluorescente, et observable en microscopie. Les résultats obtenus sont 
présentés dans la Figure 40. 
 
 Figure 40. Mise en évidence de la production de ROS par c
cotylédon 24
Échelle : 200 µm.
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Pour tous les génotypes, on observe qu'une exposition aux UV-C induit la formation de ROS, 
notamment au niveau des chloroplastes. Cette production est beaucoup plus importante chez 
35S::TRXf1-1 que pour le WT. Chez le double mutant trxf2;f1, on détecte très peu de ROS 
nouvellement formées. Par ailleurs, nous avons choisi de présenter uniquement le phénotype 
du surexpresseur à 0 kJ/m², où aucune production de ROS n'est observée. Cette observation est 
identique pour l'ensemble de ces génotypes sans exposition aux UV-C. Bien que ce test visuel 
soit qualitatif, les résultats corrèlent avec une plus grande sensibilité des surexpresseurs aux 
UV-C. Les UV-C produisent un stress oxydatif chez les cellules végétales par la formation des 
ROS, en plus de la perte de la chlorophylle et de la fragmentation de l'ADNg. Ainsi, la 
présence d'une grande quantité de TRX f1 dans les chloroplastes chez les surexpresseurs 
augmente la production de ROS après irradiation aux UV-C. Les surexpresseurs sont donc 
plus sensibles à ce stress, alors que les doubles mutants semblent résister d'avantage que le 
WT.  
 
III.2.8.2. Effet d'un stress oxydatif induit par le méthyl viologen (MV) 
 
Le MV est un herbicide non-sélectif qui tue toutes les plantes vertes. Le MV est un accepteur 
d'électrons, il interfére avec le transfert d'électrons, notamment celui qui se produit durant la 
photosynthèse. Lorsque le MV est présent sur la plante, il inhibe la photosynthèse tout en 
induisant la formation de ROS. Le superoxide est la forme principale de ROS produites par ce 
stress oxydatif. 
  
Nous avons utilisé pour ces tests un témoin négatif qui présente une certaine sensibilité au 
MV, le WT, et un témoin positif résistant au MV, rcd1 (Fujibe et al., 2004, non présentés dans 
les figures). Des tests de germination ont été effectués à des concentrations croissantes de MV 
dans le milieu (Figure 41). 
 
 
 Figure 41. Pourcentage des 
sixième jour de germination. 
émergents sont 
lorsque les cotylédons




Les deux témoins répondent correctement : 
non montrées) dans le milieu, alors que WT montre une certaine sensibilité au produit
environ 25 % de plantules viables à 1 µM de MV
trxf1-1, de même que les doubles mutants
très légèrement plus importante que le sauvage. Seuls l
germination, avec une sensibilité 
complétées avec la mesure
(Figure 43) des plantules poussées dans
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graines germées en présence de MV dans le milieu au 
Légende : "Cot. Vert", lorsque 
chlorophylliens, indiquant une plantule viable,
 émergents ne sont pas verts, et "Racine
sans cotylédons visibles.
uatre répétitions de l'expérience menées sur 100 graines pour 
 
rcd1 est résistant à la présence du MV
 (Figure 41). Les simples mutants
, présentent une sensibilité semblable au sauv
es surexpresseurs montrent un retard de 
au MV plus forte que pour le sauvage. 
 de la taille des racines (Figure 42) et le contenu
 ces conditions de croissance. 
 
les cotylédons 
 "Cot. Blanc", 
" lorsque seule la 
 Les résultats sont 
 (données 
, avec 
 trxf2-1 et 
age ou 
Ces analyses ont été 
 en chlorophylle 
 Figure 42. Croissance racinaire 
Chaque valeur représente la moyenne de trois essais incluant 10 
un écart-type indiqué par les barres d'erreur
statistique ANOVA
indiquées par les lettres
 
La croissance de la racine est 
même rcd1 n'a pas une croissance importante. Les surexpresseurs ont encore un retard de 
croissance, puisqu'à 0 µM, en moyenne, la racine est de 17 mm alors que les racines du WT 
mesurent 25 mm. Ce délai dans le développement des surexpresseurs avec ce traitement n'
pas comblé comme pour les autres traitements, et cela pourrait expliquer leur sensibilité un 
peu plus forte pour le MV. Par contre, pour l'ensemble des autres échantillons, 
racinaire n'est pas significativement différente
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avec différentes concentrations de MV dans le milieu. 
. Les différences significatives
) entre la croissance du WT et chaque génotype sont 
 : a. p < 0,001, b. p < 0,01. 







 Figure 43. Quantification du 
milieu contenant du
(mg/gFW) sur milieu
chez les plantules poussées sur MV par 
types sont indiqués par les barres d'erreur.
de 30 plantules par échantillon, et sont
les mêmes conditions
le type sauvage (
WT avec 
 
Le mutant rcd1 résistant au MV a été retiré du graphique car les 
encore présentes sont très nettement supérieures aux autres. 
concentration en MV augmente dans le milieu, et plus le contenu en chlorophylle diminue. Par 
contre, pour de fortes concentrations en MV, à 1 µM, 
chlorophylle que les plantes sauvages
jusqu'à 80 % de leur chlorophylle 
surexpresseur 35S::TRXf1-
sauvage (Figure 44.B).  
  
La conductivité est une autre façon de mesurer la sensibilité des tissus végétaux au stress 
oxydatif. Cette technique permet de quantifier la sortie 
correspond à une mort des cellules
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contenu en chlorophylle a+b chez des
 MV (0 à 1 µM). A. Contenu en
 sans MV. B. Perte relative (en %) 
rapport au milieu témoin
 Les résultats on été obtenus à partie 
 représentatifs de trois 
. Les différences sont significatives en comparaison avec 
test de student de comparaison de moyennes
 P < 0,05 ou n.s = non-significatif). 
quantités de chlorophylle 
On observe que p
les simples mutants perdent moins de 
, environ 50 % alors que les plantes sauvages 
(Figure 43.B). Quant aux doubles mutants et au 
1, la perte en chlorophylle est légèrement plus 
d'ions dans la solution, et qui 
. Ainsi, plus la conductivité mesurée est élevée, et plus le 
 
 plantules sur 
 chlorophylle a+b 
de la chlorophylle a+b 
. Les écart-
essais répétés dans 
 par rapport au 
lus la 
ont perdu 
importante que le 
 nombre de cellules mortes est important
de mesure de la conductivité sur des rondelles de feuilles 
surexpresseurs et le simple mutant 
 
Figure 44. Mesure de la conductivité
feuilles poolées
µM. Les résultats sont r
  
Sans aucun traitement, la solution contenant les feuilles a une faible conductivité, comprise 
entre 0,4 et 0,9 µS.cm-1.mg
µM de MV, on observe chez le mutant 
1
 à la fin de l'expérience, ce qui corrèle avec la résistance du mutant au MV
conductivité plus élevée, environ 2 µS.cm
La conductivité mesurée chez
MV. Enfin, les surexpresseurs 
puisque leur conductivité finale est comprise entre 2,5 et 3 µS.cm
de confirmer que les surexpresseurs sont plus sensibles au stress oxydatif induit par le MV.
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, et donc que l'échantillon est sensible.
ont 
trxf1-1 (Figure 44).  
 rapportée sur le poids frais pour
 traitées durant une heure dans une solution de MV à 0,25 
eprésentatifs de trois répétitions. 
-1
 au bout de 120 heures. Après une heure dans une solution de 0,25 
rcd1 une faible conductivité, de l'ordre 0,6 µS.cm
-1
.mg-1 après 120 h, mais il est aussi plu
 le simple mutant trxf1-1 suit à peu près la réponse de WT au 
montrent une sensibilité nettement plus importante au MV, 
-1
.mg-1
 Quelques tests 
été réalisés chez les 
 
 dix rondelles de 
-1
.mg-
. Le WT a une 
s sensible. 
. Cette analyse permet 




Nous avons poursuivi l'analyse de ces différents mutants par l'observation et l'analyse 
d'éléments phénotypique particuliers. 
constaté un léger retard de germination de la part des surexpresseurs 
 
Figure 45. Pourcentage de germination sur milieu GM des différents mutants en cycle 
de jours longs à 22°C sur 7 jours.
quatre répétitions avec
écart-types pour ces expérimentations)
significative lorsque comparées avec le WT
P < 0,001, 
  
Les tests de germination se 
traitement au froid des graines pour
7 jours, tous les génotypes avaient un taux de germination de près de 100%, montrant que les 
graines des tous les génotypes sont viab
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 des mutants et surexpresseurs 
Lors des tests de germination précédents
(Figure
 Chaque valeur représente la moyenne
 100 graines pour chaque test (les barres d'erreur sont les 
. Les astérisques indiquent une différence 
 (test statistique ANOVA
 P < 0,01 et  P < 0,05.  
sont déroulés sur une période de dix jours, avec au préalable un 
 lever la dormance et synchroniser leur germination. 
les. Tous les jours, les graines 




) :  
Après 
ont été observées et le 
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nombre de graines germées (émergence de la radicule) a été compté si germées. Au bout de 24 
h à une température de 22°C, les premières radicules étaient visibles. Ainsi, les simples 
mutants et les doubles mutants ont germé de façon semblable au WT, avec un taux de 
germination 50% à 24 h. Par contre, les deux surexpresseurs ont eu plus de mal à germer. Leur 
taux de germination était de 15% pour 35S::TRXf1-1 et 20% pour 35S::TRXf1-2. Le retard de 
germination est observable durant les premiers jours, jusqu'au moins, le cinquième jour. Par 
ailleurs, le simple mutant trxf2-1 semble lui aussi avoir quelques difficultés à germer. Du 
deuxième jour au quatrième jour, ce dernier montre un léger retard d'environ 10% de moins 
que pour les plantules sauvages. Après le cinquième jour dans la chambre de croissance, les 
graines ont pratiquement toutes germées. Le simple mutant trxf1-2 n'a pas été retenu pour cette 
analyse puisque le taux de germination après 10 jours restait très faible, et environ de 20% 
(données non présentées). 
  
III.2.9.2. Sensibilité à l'acide abscissique (ABA) 
 
Puisque nos surexpresseurs présentent un retard de germination de quelques jours, il est 
possible qu'ils soient davantage sensibles à l'hormone ABA endogène, une hormone 
importante dans l'établissement de la dormance et qui inhibe la germination lorsqu'ajoutée de 
façon exogène. Nous avons donc réalisé un test de germination avec ABA. À de fortes 
concentrations, elle opère comme un inhibiteur de la croissance racinaire. Elle tient un rôle 
central dans la réponse à divers stress abiotiques, notamment ceux conduisant à un déficit 
hydrique des cellules.  
  
Afin d'évaluer l'importance de la TRX f1 dans la sensibilité à l'ABA pour la germination des 
graines, nous avons effectué des tests de germination sur ABA qui sont basés sur l'apparition 
de la radicule, puis dans un second temps, l'aspect des cotylédons. En effet, une molécule peut 
être toxique pour les plantules, sans pour autant inhiber la germination (cf. partie I.4.5.1.3.). 
Cette toxicité est constatée lorsque les cotylédons se développent et paraissent blancs, 
dépourvus de pigments, ou rouges, synthétisant des anthocyanines, signe de stress. Ces deux 
 phénotypes ne donnent pas des plantules viables, contrairement aux cotylédons pourvus de 
chlorophylle. 
 
Figure 46. Pourcentage des plant
au septième jour de germination.
répétitions 
l'expérience a été menée sur 100 graines.
  
À la Figure 46, on observe 
plantules sur ABA (définie ici par la présence de cotylédons 
plante sauvage. Seuls, les surexpresseurs
sensibilité à l'ABA. En effet, 
en absence d'ABA, le taux de survie des plantules 
grandement affecté lorsque poussées sur 1 µM d'ABA, avec 
et 50% pour 35S::TRXf1-1
plus, le double mutant, trxf1;f2
µM. Cette différence n'étant pas très visible, une quantification de la perte de la chlorophylle a 
été effectuée pour chaque condition (F
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ules survivantes à la présence d'ABA dans le milieu 
 Les résultats sont représentatif
effectuées dans les mêmes conditions. Pour chaque ess
 
que pour pratiquement tous nos génotypes,
verts) est comparable à celui de la 
 présentent une augmentation significative de la 
malgré un taux de survie légèrement inférieur à celui des témoins 
35S::TRXf1-1
30% de survie
 comparé au 90% pour le WT à une concentration de 1 µM
, semble être plus résistant à l'ABA à une concentration de 5 
igure 47). 
 
s de quatre 
ai, 
 le taux de survie des 
 et 35S::TRXf1-2 est 
 pour 35S::TRXf1-2 
. De 
 Figure 47. Quantification du 
milieu contenant de l'ABA
(mg/gFW) sur milieu sans ABA. 
chez les plantules poussées avec 1 µM
écart-types sont indiqués par les barres d'erreur. 
partir de 30 plantules par échantillon, et sont représentatifs de trois e
répétés dans les mêmes conditions.
comparaison avec le type sauvage (test de student de comparaison de moyennes 
par rapport au WT avec 
significatif). 
 
Pour la concentration supérieure de 5 µM, les résultats ne peuvent être présentés puisque les 
pertes de chlorophylle sont trop importantes pour mesurer la chlorophylle résiduelle. 
concentration de 1 µM en ABA, les simples et doubles mutants semblen
quantité de chlorophylle. Par contre, à nouveau, les surexpresseurs n'ont pas autant de 
chlorophylle que les autres plantules. Cett
35S::TRXf1-2 et de plus de 
la marge d'erreur est limitée en rapportant cette mesure sur le poids de matière fraiche pour 
chaque lot d'échantillon, le choix des 30 plantules pour constituer l'ensemble peut être biaisé. 
En effet, l'expérimentateur a du prélever 
pour faire l'extraction du contenu en chlorophylle. Pour confirmer ces premières tendances, un 
test de croissance racinaire sur ABA est effectué (F
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contenu en chlorophylle a+b chez des plantules sur 
 (0 et 1 µM). A. Contenu en chlorophylle a+b 
B. Perte relative (en %) 
 d'ABA par rapport au milieu témoin. 
Les résultats on été obtenus à 
 Les différences sont significatives en 
 P < 0,01,  P < 0,05
e diminution est d'environ de 
22 % pour 35S::TRXf1-1 par rapport au WT.
30 plantules germées et suffisamment développées 
igure 48). 
  
de la chlorophylle a+b 
Les 
ssais 
 ou n.s = non-
Pour la 
t perdre la même 
10 % pour 
 Par ailleurs, même si 
 Figure 48. Croissance racinaire
quatre jours. 
condition. Test statistique ANOVA, et valeur de p : 
0,1 et pas de lettre : test non
répétitions de dix plantules de chaque ont été faites.
  
Tel que présenté dans la Figure 48, la longueur de la racine des plantules poussées sur ABA a 
été mesurée après 4 jours. Globalement, la croissance racinaire est ralentie en présence d'AB
mais il n'y a pas de différence significative pour la sensibilité des racines à l'ABA dans les 
différents génotypes testés. L'augmentation ou la diminution de l'expression de 
AtTRX f2 n'a pas d'effet sur la sensibilité des racines à l'ABA.
  
Nous avons également évalué l'expression des 




 totale en présence d'ABA dans le milieu pendant





gènes AtTRX f1 et AtTRX f2
 leur croissance en présence d'ABA
 
 
b. 0,01, c. 0,05, d. 
 au WT. Quatre 
A, 
AtTRX f1 ou 
 par RT-PCR dans 
 (Figure 49). 
   
Figure 49. Évaluation de l'expression par RT
AtTRX f2 pour des plantules ayant germé sur milieu avec ou sans ABA.





On observe que les plantes sauvages 
tardivement AtTRX f1. Par contre, les surexpresseurs semblent perdre un peu de cette 
expression, surtout visible pour 
de germination ont été les plus forts (données non présentées, mais taux de germination de 
50%). De même l'expression de 
trxf1-1, mais également chez les surexpresseurs. Lorsque les plantules se développent en 
présence d'ABA, on constate chez le WT
f1 à jour 2, ce qui correspond d'ailleurs à un retard de germination en présence d'ABA.
L'expression à jour 9 est par contre rétablie au niveau observé chez les plantes sans ABA. 
Mais l'expression de AtTRX f2 
marqué pour les surexpresseurs à jour 9 sur ABA.
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. au jour 2, 0 µM d'ABA, B. au jour 2, 1 µM
, et D. au jour 9, 1 µM d'ABA. Génotypes : 
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de même que le mutant trxf2
35S::TRXf1-2, qui est le génotype pour lequel les problèmes 
AtTRX f2 est plus importante à jour 9 chez le WT et le mutant 
 et le mutant trxf2-1 une faible expression 
est réduite dans l'ensemble des génotypes, avec un effet plus 
 
        
AtTRX f1 et 
 
Actine (gène de 
 d'ABA, C. au jour 9, 
1. WT, 2. trxf2-1, 3. 
. 35S::TRXf1-1. 






Les expressions d'autres thiorédoxines chloroplastiques du type m ont été aussi étudiées pour 
ces conditions de croissance (données non présentées). En effet, ces TRX répondent aussi à 
beaucoup de stress en lien avec la lumière. La TRX m1 serait réprimée en présence d'ABA, 
tout comme la TRX m3, qui sont exprimées surtout chez les surexpresseurs et les doubles 
mutants à 0 µM. Pour les autres gènes, TRX m2 et m4, ces gènes ne seraient pas exprimés dans 
ces conditions.  
  
Par ailleurs, les deux facteurs de transcription, énoncés en partie III.2.8.1.1., ont aussi été 
vérifiés, d'autant plus que MYB15 est connu pour tenir un rôle dans l'hypersensibilité à l'ABA 
exogène chez les plantes (Ding et al., 2009). Les variations d'expression de MYB15 et RRTF1 
ont été vérifiées pour ces conditions, mais ces gènes sont très faiblement exprimés durant les 
premiers jours de développement de la graine. De ce fait, il semblerait qu'en présence d'ABA, 
l'expression de ces gènes soit réprimée, mais même en conditions normales de croissance, ces 
deux facteurs de transcription ne sont quasiment pas exprimés dans la plantule. 
  
Néanmoins, ces différences sont trop subtiles pour qu'une conclusion claire puisse être 
énoncée, et établir en lien entre les TRX de type f et l'effet de l'ABA sur la germination.  
 
III.2.10. Accumulation d’amidon 
 
Précédemment, il a été démontré l'implication des TRX f dans la régulation d'enzymes des 
voies de synthèse (Thormählen et al., 2013) et de la dégradation de l'amidon (Mikkelsen et al., 
2005, Seung et al., 2013). Des mutants de plants de tabac surexprimant le gène NtTRX f1 
présentent une forte accumulation d'amidon au niveau des feuilles, jusqu'à plus de 500% de 
sucres accumulés chez ces surexpresseurs (Sanz-Barrio et al., 2013). Par contre, lorsque le 
gène NtTRX m est surexprimé chez le tabac, le contenu en amidon de ces plantes n'augmente 
pas (Sanz-Barrio et al., 2013). De plus, cette régulation de production est fortement liée aux 
perceptions des variations lumineuses par la plante. Enfin, le lieu de stockage et de synthèse 
 de l'amidon chez Arabidopsis
du stockage de l'amidon. Nous avons donc quantifié l'amidon chez les mutants de 




Parmi les TRX chloroplastiques, le type m et le type f sont celles qui ont des fonctions 
associées à la phase lumineuse de développement. Nous cherchons donc à savoir si les TRX f 
ont un rôle dans la régulation de l'amidon chez nos mut
résultats ont été obtenus par une analyse qualitative du contenu en amidon 
coloration avec une solution de Lugol à 1%,
violette voire bleu-nuit (Figure
par la visualisation d'une couleur brune des tissus en possédant. En fait, les molécules diiode 
vont se fixer à l'intérieur des hélices d'amylose, et il faut au moins 36 résidus de glucose pour
que la coloration soit caractéristique. Par ce test, il est possible d'estimer la présence plus ou 
moins importante d'amidon dans les différents tissus à la fin du jour.
 
Figure 50. Visualisation de l'amidon chez 
Lugol 1%. A
racinaire de plantules âgées de 3 jours et décolorées au Visikol. Échelle : 20 
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 est les plastes. Les TRX f seraient bien les enzymes régulatrice
 
de l'amidon 
ants et surexpresseurs. Les premiers 
 cette solution qui donne à l'amidon
 50). Cette solution peut aussi détecter la présence du glycogène 
 
différents mutants après une coloration 
. Rosette des plantules de 5 jours. Échelle : 1cm. 
s 
après une simple 




B. La coiffe 
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µm. C. La base de l'hypocotyle et le début de la racine de plantules âgées de 3 
jours et décolorées au Visikol. Échelle : 200 µm. 
 
Les observations macroscopiques (Figure 50.A) nous permettent de constater que par rapport 
au WT, les surexpresseurs semblent avoir accumulé plus d'amidon au niveau de leur rosette, 
alors que les doubles mutants en ont vraiment très peu. Ces prélèvements ont été effectués à la 
fin de la phase lumineuse, moment où la quantité d'amidon accumulée est maximale. De plus, 
une observation au microscope des racines de plantules âgées de trois jours a été faite. En plus 
de la coloration au Lugol, une décoloration et fixation au Visikol a été faite pour visualiser 
correctement la ponctuation. Au niveau de la pointe racinaire, qui permet la perception du 
gravitropisme par la plante, les mêmes conclusions ressortent : les surexpresseurs semblent 
contenir plus d'amidon que le WT, mais cette quantité est moindre chez les doubles mutants. 
Enfin, une observation globale de la racine des plantules a permis de confirmer ces résultats. 
En effet, le type sauvage et les simples mutants possèdent quelques grains d'amidon tout au 
long de la racine, avec une concentration plus importante au niveau de la pointe racinaire. Par 
contre, les doubles mutants n'ont quasiment aucune ponctuation, à l'exception de la pointe 
racinaire, et l'apparition de l'émergence de racines secondaires a été possible chez eux. Les 
surexpresseurs présentent des ponctuations tout le long de la racine, mais aucune racine 
secondaire n'a été visible. À l'aide du logiciel CellProfiler, une première quantification de 
l'amidon de la Figure 50.A a été faite (Figure 51), et confirme les premières observations. 
 
 
 Figure 51. Estimation de la surface des rosettes colorées au Lugol de la Figure 50.A 
réalisée à l'aide du logiciel CellProfiler
les trois rosettes pour chaque mutant.
 
Un grossissement des feuilles de ces plantules colorées au Lugol a
d'observer la morphologie des c
 
Figure 52. Observation de l'organisation 
coloration au Lugol 1%.
  
L'accumulation de l'amidon se fait bien au niveau des chloroplastes pour les tissus 
chlorophylliens chez Arabidopsis
chez les surexpresseurs, et les chloroplastes 
grands. Ces photographies ont été plus difficiles à obtenir pour les doubles mutants, puisque la 
coloration n'est pas très importante. Ainsi, pour quelques feuilles, les chloroplastes colorés des 
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. Traitement d'une seule image avec 
 
 également été réalisé, afin
hloroplastes chez les différents génotypes
morphologique des chloroplastes, après une
 Échelle : 10 µm. 
. De plus, cette accumulation est nettement plus importante 
chez ces derniers paraissent 
 
 




 doubles mutants ont la même morphologie que celle des surexpresseurs. Pour les autres 
chloroplastes des doubles mutants, ils paraissent plus petits et dépourvus d'ami
  
Une quantification plus précise de l'amidon contenu dans les feuilles de nos plantes âgées de 
trois semaines a été possible grâce à la trousse
 
Figure 53. Contenu (en %) en 
trois semaines à l'aide de la trousse
moyenne de 
l'ecart-type. Test de student de comparaison de moyennes
 P < 0,05 et n.s = 
  
Tel que présenté en Figure 53, on constate que les 
trxf1;f2, environ -35%, et pour 
un des surexpresseurs 35S::TRXf1
Ces résultats appuient les résultats qualitatifs présentés auparavant et suggèrent que la perte de 
TRX f1 et f2 réduit la synthèse d'amidon, alors qu'une surproduction de TRX f1 stimule son 
accumulation. Par contre, même si les voies de signalisation de la synthèse comme de la 
dégradation d'amidon sont connues, nous ne pouvons affirmer quelles sont les enzymes de ces 




amidon présent dans les feuilles des plantules âgées d
 de Megazyme.
trois répétitions avec 15 plantes chacune et la barre d'erreur est 
non-significatif. 
doubles mutants ont moins d'amidon (pour 
trxf2;f1, environ -45%) que les plantes sauvages 





 Chaque valeur est la 
 par rapport au WT : 




III.2.10.2. Phénotype particulier à 4 °C 
 
D'autres facteurs peuvent influencer l'effet des TRX f sur la régulation du statut rédox des 
enzymes cibles. L'alternance nuit/jour et la perception de la durée du jour sont essentielles 
pour l'accumulation correcte puis l'utilisation des sucres de réserves. Mais la température est 
un autre facteur à prendre en compte. La diminution de température pendant la nuit ralentit la 
dégradation de l'amidon accumulée durant la période éclairée (Pyl et al., 2012). Afin d'évaluer 
l'effet des thiorédoxines f sur la dégradation de l'amidon à l'obscurité et au froid, les graines 
des différents génotypes ont été germées à l'obscurité avec une température ambiante de 4°C 
plutôt que placées à 22°C avec un cycle de jour long (16 heures/8 heures). Tel que présenté à 
la Figure 54.A, les nouvelles conditions de germination et de développement ont grandement 
inhibé la croissance des surexpresseurs comparés aux autres génotypes. En parallèle, une 
mesure de la taille des hypocotyles des plantules (Figure 55) montre une réduction 
significative de leur taille chez les surexpresseurs, soit environ 1 à 1,5 mm après ce traitement 
au froid, alors que le double mutant trxf1;f2 se trouve stimulé par ce traitement, avec une 
augmentation d'environ 5 mm. Une coloration au Lugol de ces mutants a aussi été effectuée tel 
que présenté à la Figure 54.B. On constate qu'une plus grande quantité d'amidon au niveau de 
l'hypocotyle est également détectée chez les surexpresseurs. 
 
 Figure 54. Phénotype des hypocotyles des différents 
une température ambiante de 4°C
Plantules de 3 semaines
mm. 
  
Figure 55. Mesure de la taille moyenne des hypocotyles en mm.
l'aide du logiciel ImageJ. Essai répété trois fois sur dix plantules à chaque fois. 
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Tests statistiques ANOVA, n.s = non-significatif,  P < 0,001 et  P < 
0,01. 
   
Une autre expérience nous a permis de vérifier que l'effet observé est probablement dû à la 
température basse de croissance plutôt qu'à l'absence de lumière. En effet, cette expérience a 
été répétée dans les mêmes conditions de croissance, à l'exception de la température, qui était 
changée pour 22°C. Après trois semaines de croissance à l'obscurité, aucune différence de 




CHAPITRE 4  
 
DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSION 
 
 
IV.1. Détermination des éléments des voies de signalisation qui activent le promoteur de 
AtBI-1 en réponse aux UV-C 
 
La MCP est un programme qui est nécessaire au développement des organismes vivants, dont 
les plantes. Ce programme intervient aussi en réponse l'ensemble des stress perçus par la 
plante. Cette MCP fait intervenir différentes molécules signales, comme l'augmentation du 
Ca2+ cytoplasmique ou la formation des ROS par les organites, permettant la réponse de la 
plante aux variations des conditions environnementales. Parmi ces voies de signalisation mises 
en place, quelques éléments clés ont été déterminés comme la protéine BI-1. BI-1 a été étudiée 
dans la réponse de MCP induite par Bax dans la levure (Kawai et al., 1999, et Sanchez et al., 
2000). Cette protéine serait un protecteur de la cellule contre divers stress. Chez les plantes, 
une régulation positive de l’expression du gène BI-1 est généralement constatée suite à une 
infection par un agent pathogène (Watanabe et Lam, 2006) ou provoquée par un stress 
abiotique (Zhao et al., 2014). BI-1 serait donc un atténuateur de mort lorsqu’un stress du RE 
est provoqué (Watanabe et Lam, 2008, Duan et al., 2010). Enfin, les UV-C provoquent 
beaucoup de dommage au niveau des cellules, en plus d'induire l'expression de AtBI-1 (Danon 
et Gallois, 1998, Xie et al., 2012). 
  
Par un crible de mutant exprimant la luciférase sous le contrôle du promoteur de AtBI-1, une 
lignée parentale a été mise en place, 5PL20E (Djoumad, 2010). Cette étude a permis d'isoler 
un mutant, appelé 2017, issu d'une mutagénèse chimique de cette lignée parentale, qui 
présente lui aussi une régulation de l'activité luciférase. En effet, après une exposition aux UV-
C du mutant 2017, la luminescence émise par la luciférase chez ce mutant est très fortement 
réduite. Nous supposons donc qu'un traitement aux UV-C des plantes a un effet sur la 
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régulation du promoteur de AtBI-1, puisque l'expression de la luciférase chez 2017 semble être 
réduite de manière importante. Néanmoins, les résultats obtenus avant et après traitement aux 
UV-C des plantules sont différents de ceux présentés par Djoumad (2010). Notamment pour la 
lignée parentale, où aucune activité de la luciférase n'a été détectée après l'irradiation aux UV-
C. Il est possible que la seconde application de la luciférine ait été faite trop rapidement après 
le premier traitement, et donc aucune luminescence n'ait été détectée par la caméra. De plus, il 
est probable que l'irradiation aux UV-C ait été trop élevée, puisque les UV-C provoquent entre 
autres choses la fragmentation de l'ADNg (Danon et Gallois, 1998). La combinaison d'une 
irradiation aux UV-C trop élevée associée à une seconde prise de vue rapprochée fait que le 
signal de luminescence émis par la luciférase n'était donc pas suffisant pour être capté par la 
caméra. En effet, les nouveaux transcrits de luciférine n'ont pu être synthétisés puis traduits. 
Malgré une mise au point du protocole, une vérification de l'expression des gènes a été 
effectuée puisque la détection de la luminescence par la caméra n'était pas certaine. 
  
Nous avons montré que AtBI-1 est bien induit par un traitement aux UV-C, ainsi que la 
luciférase chez la lignée parentale et le mutant 2017. Cela a été démontré précédemment dans 
notre laboratoire que AtLil3:2 et AtBI-1 partagent le même promoteur, et que lorsque 
l'expression du premier est diminuée, celle du second est augmentée (Chainé, 2011). De plus, 
la perte de chlorophylle après traitement aux UV-C pour des mutants de BI-1 est plus 
importante que pour le type sauvage, ou même que pour un surexpresseur de BI-1 (Chainé, 
2011). Enfin, l'expression de la luciférase chez la lignée parentale 5PL20E et le mutant 2017 a 
été suivie. Après une irradiation, une induction du gène de la luciférase chez 5PL20E est 
constatée, de même pour le mutant 2017, dans une moindre mesure. BI-1 a un bien un rôle 
dans la réponse aux UV-C chez les plantes, et la régulation de son expression s'effectue au 
niveau de son promoteur.  
   
Comme les résultats de la détection de la luminescence et ceux de l'expression des gènes chez 
la lignée parentale, en particulier celui de la luciférase, ne corrèlaient pas les uns avec les 
autres, des PCR-Inverses ont été réalisées. En effet, l'induction de l'expression de la luciférase 
n'est pas la même chez la lignée parentale et chez 2017. Il est donc possible que le locus de 
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l'ADN-T dans le génome a un impact sur cette régulation d'expression de la luciférase, et 
éventuellement aussi sur celle de AtBI-1. Par la technique de la PCR-Inverse, il nous était 
possible de déterminer le site d'insertion dans le génome de 5PL20E de l'ADN-T initial 
contenant pBI-1::luciférase. De plus, le mutant 2017 ayant été obtenu à partir de la lignée 
parentale 5PL20E, les profils pour ces deux mutants devaient être identiques. Cette approche a 
été privilégiée par rapport à un séquençage complet des génomes, beaucoup plus onéreux. Par 
ailleurs, l'utilisation du mutant 2017 n'aurait pas été possible, dans le cas du séquençage 
complet, du fait du très grand nombre de mutations provoquées par le traitement à l'EMS. À 
l'aide de PCR-Inverses sur le mutant 2017 et la lignée parentale, nous avons tenté de 
déterminer l'insertion de l'ADN-T dans le génome d'Arabidopsis. Néanmoins, les quantités 
extraites de fragments ont été insuffisantes pour que le séquençage fonctionne. Par ailleurs, 
certaines PCR pour vérifier la présence de l'ADN-T dans les générations suivantes de 5PL20E 
et de 2017 ont été négatives. Il est probable que l'insertion soit dans une région assez mobile, 
et que ce fragment d'ADN-T se comporte comme un transposon. En effet, l'insertion de 
l'ADN-T dans le génome a été réalisée selon le système des séquences d'ADN capables de se 
déplacer de manière autonome dans le génome des cellules eucaryotes. Ainsi, cette 
construction ne semble pas stable dans le génome de nos plantules, et serait perdue sur les 
générations récentes. De ce fait, nous n'avons pu continuer la détermination du site d'insertion 
de l'ADN-T, ni la caractérisation du mutant 2017. 
  
IV.2. Implication des TRX f dans les voies de signalisation de la plante en réponse à 
divers stress abiotiques 
 
Le gène AtBI-1 n'est pas le seul a avoir un rôle dans les réponses de stress. Un autre mutant 
identifié par Djoumad (2010), impliquerait une thiorédoxine dans la réponse aux UV-C chez la 
plante modèle, Arabidopsis. En effet, une insertion aléatoire d'un ADN-T comprenant le gène 
de la luciférase a été réalisée. Ce mutant exprime la luciférase avant une exposition aux UV-
C, mais cette expression est perdue après une irradiation. La localisation de l'insertion a été 
effectuée par Djoumad (2010). La régulation de l'expression de la luciférase devient contrôlée 
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par le promoteur du gène de la AtTrx f1, puisque cet ADN-T se situe à 35 pb du codon 
d'initiation dans la région 5'UTR du gène de trx f1. De plus, chez l'homme, deux gènes codent 
pour deux TRX, dont une localisée dans le cytosol et la seconde active dans la mitochondrie 
(Holmgren et Lu, 2010). Par ailleurs, l'expression de la Trx1 est modifiée pour de nombreuses 
pathologies chez l'homme (Sumida et al., 2000, Sumida et al., 2003, Holmgren et Lu, 2010). 
Ainsi, la viabilité des cellules est en partie dépendante de l'activité des TRX lors d'un stress 
oxydatif (Day et al., 2012). Si les TRX sont inactives, alors les protéines cibles n'ont plus de 
régulation de leur statut rédox, et cela induit une sensibilité de la cellule, voire provoque la 
MCP de cette dernière (Day et al., 2012). 
 
Nous tentons de comprendre le rôle des TRX f dans le MCP provoquée par divers stress 
abiotiques chez Arabidopsis thaliana. Par l'étude bioinformatique, nous concluons que les 
deux AtTRX f ont une séquence très proche, et il est probable qu'il y ait redondance de 
fonction entre ces deux protéines. Chez Pisum sativum, la perte de la TRX f est compensée par 
la TRX m pour de nombreux processus associés à la photosynthèse ou à l'auccumulation des 
ROS (Luo et al., 2012). Il en est de même chez la tomate, où l'homéostasie des chloroplastes 
est dépendente des TRX f et TRX m1/4 ainsi que la régulation des activités d'antioxydants ou 
des enzymes de la photosynthèse (Cheng et al., 2014). Notons aussi que les TRX m1, m2 et 
m4 interviennent dans la biogénèse du PSII (Wang et al., 2013). Par contre, une redondance 
de fonction entre les deux AtTRX f n'a pas encore été démontrée. Malgré cela, quelques 
différences ont du être conservées et pourraient expliquer le maintien de ces deux gènes actifs 
chez cette plante. Toutes les études publiées à ce jour portent uniquement sur les rôles de 
l'AtTRX f1 dans la plante. Les chercheurs éliminent facilement la TRX f2 de leurs études, du 
fait de la forte homologie avec la TRX f1 qui est globalement plus exprimée dans la plante 
(Valerio et al., 2011, Silver et al., 2013). Dernièrement, en plus de d'avoir identifié la TRX f2 
chez Arabidopsis et l'Eucalyptus (Barbosa et Marinho, 2005), un deuxième gène codant pour 
une TRX de type f a été révélé chez d'autres plantes, sans que la fonction de la protéine ne soit 
étudiée. Enfin, le type f a une origine eucaryote, tout comme les TRX cytoplasmiques et 
mitochondriales, alors que les autres types de TRX chloroplastiques ont une origine 
procaryote (Dangoor et al., 2009). L'un des objectif de cette seconde partie est de déterminer si 
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une redondance de fonction est établie entre les deux TRX de type f ou si ces deux protéines 
agissent indépendamment l'une de l'autre. Pour ce faire, une analyse bioinformatique des deux 
gènes a été effectuée et completée par d'autres expériences développées ci-dessous. 
  
Tout d'abord, une comparaison des séquences protéiques a mis en évidence une homologie de 
séquence importante entre les deux AtTRX f, avec 78% d'identité. Par ailleurs, l'analyse de 
leur expression dans la plante (données obtenues sur Arabidopsis eFP Browser) a accentué 
l'hypothèse d'une redondance de fonction entre les deux protéines. De ce fait, la vérification de 
la localisation dans les cellules végétales des deux protéines a été effectuée par une fusion 
avec la YFP. Jusqu'à présent, la localisation aux chloroplastes de l'AtTRX f1 a été faite (Collin 
et al., 2003). Ensuite, à l'aide des séquences protéiques et des sites de prédiction, les deux 
AtTRX f ont été supposées localisées au niveau des chloroplastes (Collin et al., 2003, De Dios 
Barajas-López et al., 2007). Malgré une ressemblance très forte entre les deux séquences 
protéiques des enzymes, le peptide d'adressage aux chloroplastes (en partie N-ter) des AtTRX 
f n'ont que 58% d'identité. Initialement regroupées en sous-groupe selon l'alignement des 
séquences protéiques, certaines TRX végétales n'ont finalement pas la localisation 
subcellulaire prédite en conditions expérimentales. Ainsi, les TRX o et TRX h seraient 
principalement localisées à un endroit, soit aux mitochondries pour les premières et au 
cytoplasme pour les suivantes (Laloi et al., 2001, Traverso et al., 2013). Pourtant, toutes ces 
protéines peuvent aussi être relocalisées à d'autres endroits dans la cellule (Bréhélin et al., 
2004, Gelhaye et al., 2004b, Martí et al., 2009). Partant avec ces éléments, nous nous sommes 
assurées de la localisation de ces deux protéines aux plastes en conditions normales. Mais peut 
être que ces enzymes peuvent être relocalisées en cas de stress. Il serait intéressant d'effectuer 
des surexpresseurs de la TRX f1 et de la TRX f2, fusionnées à la YFP en C-ter, et placées sous 
le contrôle du promoteur constitutif 35S CaMV. Les constructions utilisées pour la 
transfection des protoplastes peuvent être digérées directement par le couple XbaI/ClaI, puis 
clonées dans le vecteur pGreen0129. Après transformation de plantes avec ces constructions et 
sélection des mutants positifs, nous aurions à notre disposition des surexpresseurs des deux 
35S::TRXf-YFP. Ainsi, il serait possible de suivre la relocalisation éventuelle de nos protéines 
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en réponse à un stress, notamment si l'une d'entre elle a aussi une activité dans le cytoplasme 
de la cellule dans certaines conditions. 
  
L'un des objectifs était de déterminer l'implication des TRX f dans la MCP. Chez les animaux, 
la protéine BAX peut induire la MCP des cellules (Ruiz-Vela et al., 2005). Pour comprendre 
les fonctions des AtTRX f dans cette voie de signalisation, des essais de fonctionnalité dans la 
levure ont été réalisés. Contrairement aux résultats obtenus par Djoumad (2010), les AtTRX f 
ne semblent pas impliquées dans la protection de la levure lorsque BAX est induit. En 
complément, des tests seraient envisageables chez une autre souche de levure, S. cerevisiae 
YML007W BY4742, dont le facteur de transcription ∆yap1 impliqué dans le stress oxydatif 
n'est plus présent (Okazaki et al., 2007). En effet, suite à une exposition de la souche par du 
H2O2, les gènes de réponse au stress oxydatif sont induits par YAP1. Enfin, des 
expérimentations sur une dernière souche de levure S. cerevisiae dépourvue des 3 ∆trx 
devraient être tentées (Pedrajas et al., 1999). Cette dernière partie est à compléter, puisque de 
cette manière, nous pourrions précisément connaître l'implication des AtTRX f dans divers 
réponses aux stress oxydatifs.  
  
Par la suite, cette étude s'est poursuivie sur des plantules d'Arabidopsis. Plusieurs mutants ont 
été sélectionnés. Des doubles mutants issus de croisements entre les deux simples mutants ont 
été obtenus. Par ailleurs, parmi les trois surexpresseurs, seulement deux se sont démarqués par 
le maintien d'une expression élevée de la TRX f1 après une exposition aux UV-C. Chez ces 
mêmes surexpresseurs, l'expression des TRX m1 et m3 serait aussi maintenue après le 
traitement aux UV-C. Ces thiorédoxines sont chloroplastiques et ont essentiellement des 
activités en lien avec la photosynthèse (Rey et al., 2013). Même si des différences importantes 
ont été mises en évidence entre ces deux groupes, dans certains cas, un groupe peut être 
stimulé pour aider la plante dans sa réponse.  
  
Les surexpresseurs sont plus sensibles aux stress oxydatif provoqués par les UV-C ou par le 
MV. À l'exception de la fragmentation de l'ADNg qui semble plus importante pour l'ensemble 
de nos génotypes, le taux de cellules mortes est plus élevé, la formation des ROS au niveau 
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des chloroplastes est plus intense, et la conductivité est aussi plus élevée chez les 
surexpresseurs. À l'opposé, les doubles mutants paraissaient plus résistants à ces stress. Il 
semblerait que les AtTRX f n'ont pas de lien avec l'activation des métacaspases et autres 
protéines clivant l'ADN, ce qui explique le phénotype commun à tous nos génotypes. La 
fragmentation de l'ADNg provoquée par l'irradiation des plantules aux UV-C est un 
évènement indépendant des fonctions de contrôle du statut rédox des chloroplastes par les 
AtTRX f. L'implication des TRX f dans ces réponses se fait par une combinaison d'autres 
molécules, dont les ROS ou le déséquilibre ionique de la cellule. En effet, chez les 
surexpresseurs, la formation des ROS au niveau des feuilles irradiées aux UV-C semblent être 
plus importante que chez le sauvage. De même, la perte d'ions mesurée par la conductivité est 
plus élevée chez les surexpresseurs. Ainsi, la TRX f1 semblerait tenir un rôle dans la réponse à 
certains stress oxydatifs chez les plantes. Mais jusqu'à présent, ce sont surtout les 
thiorédoxines du type o et h qui seraient impliquées dans les réponses de stress, surtout des 
stress biotiques pour les TRX h (Wong et al., 2003, Zhang et al., 2011, Lorang et al., 2012, 
Ueoka-Nakanishi et al., 2013). Par ailleurs, grâce à l'analyse des simples et doubles mutants, il 
semblerait que les TRX f ont bien une redondance de fonction dans la plante. En effet, les 
réponses observées chez les simples mutants n'ont pas été significativement différentes des 
plantes sauvages, alors que les doubles mutants ont souvent montré des phénotypes résistants 
aux stress abiotiques testés. 
  
L'ensemble des mutants et surexpresseurs de l'étude ne montrent pas de phénotype particulier. 
À l'exception du retard de croissance des surexpresseurs suivant les premiers jours de 
germination, les plantules croissent normalement. Cette absence de phénotype a été remarquée 
chez d'autres mutants et surexpresseurs de TRX f1 (Rey et al., 2013, Sanz-Barrio et al., 2013). 
Il est possible que les TRX f soient impliquées dans la germination et la reproduction de la 
plante puisque ces protéines sont exprimées dans des tissus non-photosynthétiques de la plante 
(De Dios Barajas-López et al., 2007). Il est possible que l'une des deux TRX f intervienne 
dans l'une des étapes de la reproduction. De plus, la TRX f1 joue un rôle dans la régulation de 
la synthèse et l'utilisation de l'amidon par la plante (Mikkelsen et al., 2005, Valerio et al., 
2011, Silver et al., 2013,  Thormählen et al., 2013). Enfin, chez le pois, les TRX f et m1 
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auraient un rôle dans la mobilisation des réserves dans les cotylédons des plantules 
(Fernández-Trijueque et al., 2012).  
  
Du fait du retard de germination des surexpresseurs, il est possible que ces plantes en présence 
d'ABA exogène, exposent une hypersensibilité à l'hormone. Pour comprendre un lien éventuel 
entre les TRX f et l'ABA, des tests de germination avec ABA dans le milieu ont été effectués. 
Les différences entre les simples mutants et doubles mutants n'ont pas été très importantes. Par 
contre, les surexpresseurs ont continué à avoir un retard de germination, mais en plus, ils ont 
montré une plus grande sensibilité à l'hormone dans le milieu. L'expression des deux gènes est 
induite après la germination, et pourrait être en partie inhibée par la présence de l'ABA. Une 
analyse rapide de l'implication éventuelle des TRX m1 et m3 a été faite, puisqu'un très grand 
nombre de publications portant sur l'un des deux types vérifient toujours le second type (De 
Dios Barajas-López et al., 2007, De Dios Barajas-López et al., 2012). Toutefois, ces enzymes 
conservent des propriétés de fonction qui leur sont propres, puisque les TRX m sont 
généralement associées aux activités photosynthétiques de la plante (Rey et al., 2013). Il a été 
démontré que la TRX m1, chez le pois, serait importante pour les réponses au stress salin 
durant la germination (Fernández-Trijueque et al., 2012). Par ailleurs, l'expression des gènes 
codant pour les facteurs de transcription MYB15 et RRTF1 a aussi été vérifiée. Il a été 
démontré que les surexpresseurs de MYB15 sont hypersensibles à l'ABA durant les tests de 
germination, et la régulation du gène chez le type sauvage en présence d'ABA est positive 
(Ding et al., 2009). Malheureusement, dans les tous premiers stades de développement, 
l'expression de MYB15 ou celle de RRTF1 ne semblent pas augmenter chez nos mutants en 
présence d'ABA. La sensibilité des surexpresseurs à l'ABA ne semble pas être due à l'un de 
ces facteurs de transcription. Chez le riz, une surexpression de OsTRX h1 tout comme une 
régulation négative de l'expression de ce gène, diminue la sensibilité des plantes à l'ABA 
durant la germination (Zhang et al., 2011). De ce fait, l'absence de régulation d'une des TRX 
dans la graine pourrait avoir un effet sur le statut rédox de celle-ci et avoir des conséquences 




Le léger retard de germination des surexpresseurs pourrait aussi être dû aux rôles de la TRX f1 
en lien avec la synthèse d'amidon (Sanz-Barrio et al., 2013). Dans les conditions de croissance 
standards du laboratoire (cycle de jours longs et 22°C), le contenu en amidon de nos plantules 
diffèrent : les surexpresseurs en ont beaucoup, puis le WT et les simples mutants en présentent 
un peu moins, et enfin les doubles mutants qui n'en contiennent quasiment pas. Toutes les 
expériences ont été effectuées en fin de phase lumineuse, puisque c'est durant la journée que 
les plantes synthétisent l'amidon (Smith et Stitt, 2007, Graf et al., 2010, Scialdone et al., 
2013). Parmi les enzymes de synthèse de l'amidon, l'activité de l'AGPase est régulée par son 
statut rédox qui est sous le contrôle de la NTRC ou de la TRX f1 (Michalska et al., 2009, 
Thormählen et al., 2013). Il est probable dans notre cas que la TRX f1 régule l'activité de cette 
enzyme.  
 
Par contre, il serait intéressant d'étudier le profil du contenu en amidon de surexpresseurs de 
TRX f2. Cette protéine étant très proche de la TRX f1, il est possible qu'il existe une 
redondance de fonction dans la régulation de la synthèse d'amidon entre ces deux gènes. Les 
simples mutants ne sont pas très différents du sauvage, par contre, les doubles mutants 
semblent généralement plus résistant aux stress. Il y aurait bien une redondance partielle de 
fonction entre les deux TRX f. Comme pour l'étude avec des surexpresseurs de NtTRX f chez 
le tabac, c'est la synthèse de l'amidon qui est favorisée (Sanz-Barrio et al., 2013). De plus, le 
contrôle de l'utilisation de l'amidon est primordiale et déterminant sur la quantité de la TRX f1 
(Balmer et al., 2006). Certaines enzymes de la voie de dégradation de l'amidon sont aussi 
régulées selon leur statut rédox par les TRX (Kötting et al., 2010, Seung et al., 2013). 
L'ensemble des différentes TRX chloroplastiques ont été testées, et la TRX f1 semble la plus 
probable pour réguler la GDW1 (Mikkelsen et al., 2005), la BAM1, l'AMY3 (Sparla et al., 
2006, Valerio et al., 2011, Seung et al., 2013) et la SEX4 (Silver et al., 2013). Cependant, ces 
études présentent la TRX f1 comme étant l'enzyme ayant l'efficacité la plus élevée pour les 
réguler, sans avoir testé la TRX f2. La seconde protéine du groupe f n'a donc pas été testée du 
fait de son homologie très élevée avec la TRX f1. Il serait intéressant d'envisager de faire des 
essais d'activité enzymatique comme proposés chez Sparla et al. (2006) ou Valerio et al. 
(2011). Par ailleurs, il serait possible de tester la fonction de la TRX f2 dans ces conditions, et 
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déterminer le rôle de cette seconde enzyme dans ce processus, même si nous supposons que la 
fonction de la TRX f2 est en partie redondante, puisque les doubles mutants accumulent moins 
d'amidon. 
 
Lorsque les plantes ont germées à 4°C et à l'obscurité, nous observons là aussi, une plus 
grande quantité d'amidon chez les surexpresseurs. Par ailleurs, la taille de leur hypocotyle est 
nettement inférieure au type sauvage et aux autres mutants. Plusieurs enzymes de la voie de 
biosynthèse de l'amidon ainsi que celles permettant sa dégradation ont leur activité régulée par 
leur statut rédox, donc impliquent des TRX. Par ailleurs, la synthèse de l'amidon se produit 
essentiellement le jour, pour que ce dernier soit utilisé la nuit et fournir de l'énergie à la plante 
(Balmer et al., 2006). La perception des changements climatiques est essentielle à l'adaptation 
de la plante aux modifications environnementales (Smith et Stitt, 2007 et Graf et al., 2010). En 
2012, Pyl et al. ont démontré que lorsque les plantes étaient placées dans des chambres où la 
température de nuit est plus basse, le taux de dégradation de l'amidon semblait diminué. Dans 
notre cas, il n'y a pas d'alternance nuit/jour. Il est probable que la TRX f1 est bien la protéine 
qui régule les activités des enzymes des voies de synthèse et de dégradation de l'amidon. Mais 
à basses températures, la voie de dégradation est fortement ralentie, ce qui favorise 
l'accumulation de l'amidon. De plus, lorsque cette balance entre ces deux voies n'est plus 
équilibrée, la croissance de la plante est altérée (Graf et al., 2010), ce qui explique la petite 
taille des hypocotyles des surexpresseurs. 
  
Avec ces éléments, on pourrait supposer que la TRX f1 aurait un effet sur la disponibilité des 
sucres pour le développement de l'embryon. Cela expliquerait le retard de germination chez les 
surexpresseurs qui ne dégraderaient pas l'amidon, mais continueraient à l'accumuler. 
Normalement, certaines thiorédoxines dont la f, chez le pois, sont sous le contrôle du taux de 
sucres (De Dios Barajas-López et al., 2012). Mais, dans notre cas, le promoteur constitutif ne 
peut être régulé par ce facteur, ni aucun autre élément extérieur perturbant l'équilibre de la 
cellule. Avec l'utilisation de ce promoteur, les surexpresseurs de TRX f1 expriment la protéine 
dans tous les tissus et à tous moments. Ces tissus se mettent à accumuler de l'amidon, alors 
qu'en temps normal, cette fonction n'était retrouvée qu'au niveau des feuilles d'Arabidopsis. 
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Par ailleurs, les quelques informations disponibles sur le rôle potentiel des thiorédoxines dans 
le contrôle de la disponibilité de l'amidon dans la graine n'a été déterminé que sur les TRX h. 
Chez le blé (Wong et al., 2003) comme chez le pois (Montrichard et al., 2003), ce sont les 
thiorédoxines h qui ont été étudiées. Chez le riz aussi, les TRX h ont un rôle aussi bien dans le 
développement de la plante que dans les réponses aux stress (Zhang et al., 2011). La 
régulation d'expression de cette famille de gènes dans la graine est primordiale pour une 
germination correcte des semences de blé (Li et al., 2009). Par exemple, chez l'orge, une 
répression de la trx h9 dans l'albumen retarde la germination, alors qu'une surexpression de la 
trx h5 a l'effet contraire (Li et al., 2009). Étant donné que chez la plante modèle, Arabidopsis 
thaliana, la synthèse et le stockage de l'amidon se produisent dans les plastes, il est probable 
qu'un autre type de thiorédoxines que les h soit impliqué dans sa formation. De plus, puisque 
la TRX f1 des chloroplastes a un rôle dans l'équilibre entre la synthèse et la disponibilité de 
l'amidon (Thormählen et al., 2013, Sparla et al., 2006), et que cette enzyme est aussi active et 
localisée dans les plastes de tissus non-chlorophylliens (De Dios Barajas-López et al., 2007), il 
est très probable qu'elle intervienne aussi au moment de la germination de la graine.  
  
D'après les expressions relatives fournies sur eFP Browser, les rares instants dans la vie de la 
plante où la trx f2 est plus exprimée que la trx f1, c'est au moment de la maturation des siliques 
et la formation du grain de pollen. Nous avons tenté de créer des triples mutants en effectuant 
des croisements entre les doubles mutants et les surexpresseurs de TRX f1. L'objectif était de 
n'avoir que les fonctions de la TRX f1 dans la cellule. Il s'avère que les générations suivantes 
ne se développent pas toutes. Aucun problème n'est constaté lorsque les plantes mères sont les 
doubles mutants, trxf1;f2 ou trxf2;f1. Par contre, si la plante mère est l'un des surexpresseurs, 
35S::TRXf1-1, une partie des graines ne germe pas, et celles qui donnent une plantule 
expriment toujours le gène natif de la TRX f1. Par ces résultats, le rôle de la TRX f1 dans 
certaines étapes de la reproduction ou de la germination est encore plus probable. Sinon, c'est 
l'équilibre entre les deux TRX f qui est primordial, et l'absence de l'une d'entre elles est létale 
pour la plante. Cela suppose que malgré une forte homologie entre les deux protéines, ces 
dernières conservent quelques fonctions qui leur sont propres. L'obtention de surexpresseurs 




Enfin, de plus en plus d'études vont dans le sens d'une relation entre le taux des sucres de la 
plante et sa sensibilité aux divers stress.  
  
Les sucres sont essentiels à la survie des organismes et sont des composants généraux des 
métabolismes. Ils ont aussi un rôle critique dans certaines réponses aux stress biotiques et 
abiotiques. En effet, ces sucres servent aussi de molécules signales qui mettent en relation le 
métabolisme de la cellule et l'état rédox de cette dernière pour répondre efficacement aux 
stress. Les sucres les plus intéressants sont les sucres solubles, surtout le sucrose, mais aussi le 
glucose et le fructose (Couée et al., 2006). Par ailleurs, le taux de sucre aussi a un impact sur 
la sensibilité des cellules. Cela est valable même pour les cellules animales. Les taux élevés de 
glucose dans les cellules des mammifères sont associés à une toxicité de ce sucre pour la 
cellule (Russell et al., 2002). Quand le glucose est présent en de trop grandes quantités dans la 
cellule, cela est associé à une augmentation de ROS formées via une auto-oxydation du 
glucose et via le métabolisme du glucose (Russell et al., 2002). À l'opposé, pour des taux de 
glucose bas, la production des ROS est fortement diminuée.  
  
Chez les plantes, grâce à la photosynthèse, les sucres complexes se forment, comme l'amidon. 
Durant la nuit, ces sucres seront dégradés en sucres simples pour être utiles à la respiration et 
permettre la production d'énergie, et en parallèle, inhibent l'oxydation des acides gras. Les 
sucres solubles formés durant la nuit exercent un contrôle négatif sur la photosynthèse. Les 
triose-phosphates, formés durant la journée dans les chloroplastes à l'issue du cycle de Calvin-
Besson, peuvent rester dans l'organite et servir à la synthèse de l'amidon ou migrer dans le 
cytoplasme et former le sucrose (Ruan, 2014). Les surexpresseurs de la TRX f1 favorisent la 
synthèse d'amidon, au détriment de la formation de sucrose chez nos plantes.  
  
De plus, les sucres solubles se comportent comme des molécules signales. Par exemple, le 
glucose peut stimuler la formation de ROS, et ainsi avoir un impact sur la division cellulaire. 
Un équilibre précaire est présent entre les ROS et le taux de sucres soluble (Van den Ende et 
Valluru, 2009). La régulation de certains gènes est faite par les sucres, dont ceux qui ont un 
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rôle dans la réponse aux stress abiotiques (Rolland et al., 2002, Couée et al., 2006). Au rôle de 
la molécule signale du sucrose s'ajoute celui de protecteur contre les ROS présents, comme 
des antioxydants (Van den Ende et Valluru, 2009, Keunen et al., 2013). Les doubles mutants 
de trx f semblent avoir nettement moins d'amidon que le WT, mais être plus résistants aux 
stress oxydatifs étudiés dans cette thèse. À l'opposé, les surexpresseurs contiennent un taux 
élevé d'amidon, et sont plus sensibles aux stress oxydatifs. Cette relation entre le taux de 
sucres, dont la disponibilité des sucres solubles, et la sensibilité aux stress abiotiques explique 
une bonne partie de nos résultats.  
  
Quelques derniers éléments pourraient aider à comprendre les relations entre toutes ces voies 
de signalisation. Il serait intéressant d'évaluer par puces à ARN l'influence de 35S::TRXf1-1 
sur l'expression des gènes de réponse au stress oxydatif dans les conditions standards de 
croissance. Par ailleurs, il serait pertinent de voir si l'ensemble des résultats obtenus avec 
35S::TRXf1-1, sont identiques avec le surexpresseur de TRX f2. D'un côté, nous saurions avec 
certitude s'il y a bien une redondance de fonction entre les deux protéines, et d'un autre, cela 
nous permettrait de découvrir les fonctions spécifiques de la trx f2.  
  
Enfin, cette même relation entre le taux de sucre et les stress biotiques se fait lors d'une 
infection par un agent pathogène (Ruan, 2014). Même si les voies de réponse empruntées 
impliquent l'expression de gènes différents, les plantes qui présentent plus de sucres sont 
généralement plus sensibles aux organismes infectieux (Ruan, 2014). Ainsi, il serait 
intéressant de voir si la fonction de la TRX f1 dans le contrôle de la disponibilité en amidon a 
un effet sur la sensibilité de la plante lorsque la protéine est exprimée constitutivement. Par 
ailleurs, si les surexpresseurs des TRX fusionnées à la YFP sont obtenus, il serait possible de 
visualiser au cours d'un stress biotique et abiotique comment se comporte la protéine.  
 
En conclusion, les TRX f ont une forte homologie de séquences protéiques et sont localisées 
dans les chloroplastes, et, une redondance de fonction entre les deux protéines est avérée. Les 
surexpresseurs présentant un taux élevé d'amidon, notamment dans les feuilles, sont 
généralement plus sensibles aux stress oxydatifs de l'étude. À l'opposé, les doubles mutants 
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concentrent des quantités d'amidon beaucoup plus faibles, mais ces mutants semblent plus 
résistants à ces mêmes stress. La TRX f1 joue bien un rôle dans la régulation des enzymes 
associées à la synthèse et la dégradation de l'amidon. Pour le moment, nous supposons que la 
TRX f2 a un rôle dans la régulation de l'amidon, grâce aux doubles mutants, néanmoins, nous 
ne pouvons conclure clairement sur sa fonction. Des essais enzymatiques de ces deux 
protéines en présence des enzymes de ces voies régulées par leur statut rédox doivent être faits 
(protocoles de Sparla et al., 2006, ou Valerio et al., 2011). Dans des conditions 
d'expérimentations précises, notamment avec un contrôle du pH, il est possible de mesurer 
l'activité de la BAM1 avec un réactif spécifique. Comme nous venons de le voir, la 
sensibilité/résistance des différents génotypes aux stress abiotiques ne seraient pas directement 
dû aux rôles des TRX f dans la réponse induite, mais à un déséquilibre du statut rédox des 
chloroplastes combiné à un changement du taux de sucre dans les plantes. Des analyses sur 
puces à ARN des surexpresseurs permettraient de savoir si des gènes de réponse aux stress 
sont réprimés en conditions standards. Enfin, l'obtention de surexpresseurs des TRX 
fusionnées à la YFP seraient pertinent pour pouvoir visualiser le comportement de ces 
protéines durant un stress biotique et abiotique. Par ailleurs, une analyse phénotypique des 
surexpresseurs de la TRX f2 pourrait montrer des divergences ou des similitudes, et nous 
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ANNEXE 3. SCHÉMA DE PSCA-EYFP. 
Vecteur fourni par le laboratoire du Dr Eric Ducos du laboratoire EA2106 - Biomolécules et 
Biotechnologies Végétales (Université François Rabelais, Tours, France), schéma effectué à 





ANNEXE 4. SCHÉMA DE PYX112. 
Vecteur fourni par le laboratoire de la Dre Louise Brisson (Université Laval, Québec, 
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